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En Vibrio anguillarum, el principal agente etiológico de la vibriosis en peces marinos, se han 
descrito dos sistemas de asimilación de hierro mediante sideróforos que desempeñan un papel 
importante en el proceso infectivo. Uno de ellos, presente en gran parte de las cepas del serotipo O1, 
está codificado por plásmidos del tipo pJM1, mientras que el otro está codificado por genes 
cromosómicos y se ha descrito de forma preliminar en cepas de los serotipos O1 y O2 carentes de 
plásmidos. En este trabajo se ha llevado a cabo la caracterización de este nuevo sistema. Se describe 
una región cromosómica que contiene 13 genes (denominados genes vab) que codifica la síntesis de 
un nuevo sideróforo de tipo catecol, la vancrobactina. Mediante la construcción de mutantes por 
deleción de cada uno de estos genes, y su correspondiente complementación con el alelo salvaje, 
hemos demostrado que esta región cromosómica codifica la síntesis, regulación, transporte y 
utilización de la vancrobactina en la cepa RV22 del serotipo O2. El gen vabG codifica una DAHP 
sintetasa que proporciona el aumento de corismato necesario para que vabABC catalicen su 
conversión en ácido 2,3-dihidroxibenzoico (DHBA), que es el grupo funcional de los sideróforos de 
tipo catecol. El gen vabD codifica la fosfopanteteinil transferasa que activa las péptido-sintetasas no 
ribosómicas codificadas por vabE y vabF. Éstas ensamblan finalmente la vancrobactina a partir de 
DHBA, arginina y serina. La naturaleza química del sideróforo ha sido confirmada mediante su 
aislamiento, purificación y análisis estructural, y se corresponde con la N-[N′-(2,3-dihidroxibenzoil)-D-
arginil]-L-serina. El gen vabS codifica un posible exportador de membrana que participa en el proceso 
de secreción y vabH codifica una posible esterasa del ferri-sideróforo necesaria para la utilización del 
hierro captado con este sistema. El cluster vab codifica también dos receptores de membrana 
externa dependientes de TonB: FvtA, que interviene en el transporte del complejo hierro-
vancrobactina, y ORF13, que parece no expresarse. La expresión de los genes vab, que se organiza en 
6 unidades transcripcionales, es dependiente de la concentración de hierro, siendo el represor global 
Fur el principal regulador. Sin embargo, la regulación es un proceso complejo en el que la proteína 
VabR es necesaria para que la expresión de vabG alcance niveles máximos, siendo éste el único gen 
del sistema fuertemente reprimido por hierro sin la intervención de Fur. Además, se ha detectado la 
existencia de un mecanismo, dependiente de ferri-vancrobactina, que activa la expresión del 
receptor FvtA.  
El análisis de la presencia de los genes de este sistema en una colección de cepas de V. 
anguillarum representativa de los diferentes serotipos, mostró que todas las cepas poseen los genes 
de síntesis y transporte de vancrobactina, lo que sugiere que este es el sistema de sideróforos 
ancestral en V. anguillarum y que el sistema codificado en el plásmido pJM1 es evolutivamente más 
reciente. Por último hemos demostrado que V. anguillarum puede utilizar, por medio del receptor 
FvtA, análogos sintéticos de vancrobactina como fuente de hierro. Este hecho, junto con la expresión 
demostrada de fvtA en una colección de cepas de los principales serotipos patógenos, abre la 
posibilidad de explotar este sistema de transporte de hierro para el diseño de nuevos agentes 
antimicrobianos contra la vibriosis, basados en sideróforos conjugados con antibacterianos, que 
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El desarrollo de la acuicultura ha tenido un impulso muy importante en las últimas 
décadas, representando en la actualidad el 20% del consumo mundial de productos 
acuícolas. Según estadísticas oficiales del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y 
Marino de 2007, en nuestro país el volumen de negocio asciende a unos 495 millones de 
euros anuales, de los cuales aproximadamente el 50% corresponde al cultivo de peces 
marinos. El cultivo intensivo lleva asociado el aumento en la incidencia de numerosas 
patologías con las consiguientes pérdidas económicas. El alto valor comercial y las elevadas 
inversiones en infraestructuras en la acuicultura, hacen que la investigación relacionada con 
enfermedades que afectan a los cultivos sea de especial interés. Las enfermedades 
infecciosas son las más importantes por su impacto en la producción de las poblaciones 
cultivadas. Por otra parte, los patógenos de peces pueden ser un verdadero problema de 
salud pública llegando a afectar incluso a seres humanos. Una de las patologías con mayor 
incidencia es la vibriosis causada por diferentes especies del género Vibrio y sus brotes 
constituyen un problema continuo y un factor limitante en el desarrollo de la piscicultura 
marina en todo el mundo. 
1. Vibrio anguillarum como agente causal de la vibriosis 
1.1 Sintomatología y epidemiología 
Sin duda la vibriosis es una de las infecciones bacterianas más graves que pueden 
padecer los peces marinos. Por regla general la mortalidad es alta (hasta de un 80% en casos 
de infección aguda) y de curso rápido. Frecuentemente, la mortalidad alcanza el 10-20 % de 
la población aunque se aplique el tratamiento adecuado. El término vibriosis define una 
infección sistémica primaria causada por una especie de Vibrio patógena como V. tubiashii, 
V. ordalii, V. vulnificus biotipo 2, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus y V. salmonicida, 
siendo la especie Listonella (Vibrio) anguillarum la principal responsable de las epizootias 
(Toranzo & Barja, 1990; Myhr et al., 1991). En Galicia se aisló por primera vez V. anguillarum 
en 1985 (Devesa et al., 1985) y es reconocido desde entonces como el principal agente 
causal de vibriosis en el cultivo de alevines de rodaballo, aunque también se ha podido aislar 
esporádicamente a partir de salmón y trucha arcoiris (Toranzo & Barja, 1990). 




La vibriosis afecta a una gran variedad de especies de peces, artrópodos y moluscos 
tanto en poblaciones naturales como en las plantas de cultivo (unas 50 especies diferentes). 
Desde un punto de vista económico las especies afectadas más importantes son: salmón del 
Pacífico y del Atlántico (Oncorhynchus spp. y Salmo salar), trucha arcoiris (Oncorhynchus 
mykiss), rodaballo (Scophthalmus maximus), lubina (Dicentrarchus labrax), dorada (Sparus 
aurata), lubina estriada (Morone saxatilis), bacalao (Gadus morhua) y anguila Japonesa y 
Europea (Anguilla japonica y Anguilla anguilla) (Toranzo et al., 1983c; Actis et al., 1999; 
Toranzo et al., 2005). 
Los brotes de vibriosis generalmente tienen lugar entre la primavera y el otoño, 
cuando la temperatura del agua sube o baja rápidamente. La enfermedad se declara por 
debajo de los 10-11 °C en peces salmónidos y entre 15-16 °C en peces planos (lenguado, 
rodaballo, etc.) y anguílidos. El periodo de incubación está directamente relacionado con la 
temperatura del agua, la virulencia de la cepa y el grado de estrés del hospedador. La vía de 
entrada no está clara aunque se sabe que las mucosas juegan un papel importante (Olsson 
et al., 1996; Bordas et al., 1998; O'Toole et al., 2004). 
La sintomatología de la enfermedad depende de la especie hospedadora, de su edad y 
del estadío de la enfermedad. Los peces afectados por vibriosis suelen presentar una 
septicemia generalizada con hemorragias en la parte ventral y base de las aletas, exoftalmia 
y opacidad de la córnea. Generalmente el primer síntoma de una posible infección es la 
inactividad y la falta de apetito, así como un oscurecimiento de la piel y muerte súbita. En el 
caso de rodaballos jóvenes y salmónidos éstos pueden ser los únicos síntomas aunque a 
veces se manifiesta una hidropesía periorbital y/o abdominal. La evolución de la infección 
puede variar entre una fase aguda y otra crónica. En el caso de la evolución aguda, en la piel 
aparecen protuberancias de color oscuro que se ulceran con un exudado teñido de sangre. 
Internamente se produce una dilatación y licuación del bazo y riñón. Si la evolución de la 
enfermedad es crónica, las lesiones de la piel pueden pasar a una granulomatosis, las 
branquias pierden color y las hemorragias de la cavidad abdominal terminan convirtiéndose 
en adherencias fibrinosas entre las vísceras. 
 




1.2 Características generales de V. anguillarum 
V. anguillarum es un microorganismo de distribución mundial, descrito por primera 
vez en 1909 como el responsable de la infección denominada “peste roja de las anguilas” 
(Bergman, 1909). 
Morfológicamente V. anguillarum es un 
bacilo Gram-negativo curvado, de 0,5 x 1,0 a 2,0 
μm, y móvil por medio de un flagelo polar (Figura 
I.1). Bioquímicamente se caracteriza por ser 
anaerobio facultativo con capacidad de 
fermentar la D-glucosa sin producción de gas. 
Crece en el medio selectivo y diferencial para 
vibrios TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa) 
con utilización de la sacarosa. Además, es positivo para las pruebas de la oxidasa y Voges-
Proskauer y negativo para la descarboxilación de los aminoácidos Lisina y Ornitina, aunque 
da reacción positiva en la descarboxilación de la Arginina (Figura I.2). Crece bien en la mayor 
parte de los medios ordinarios suplementados con un 1-1,5% de NaCl (tolera hasta un 6%). 
Las colonias alcanzan en 48 h y a una temperatura de 25 °C (no crece a 44 °C) una dimensión 
de 0,5 a 1 mm. Es sensible a un compuesto de pteridina denominado agente vibriostático 
129/150 (2,4-diamino-6,7-diisopropil-pteridina) y al antibiótico novobiocina (Colwell et al., 
1984; Pazos et al., 1993). 
 
 
Figura I.2: Resultado de la identificación bioquímica de V. anguillarum utilizando el sistema de 
identificación rápida api20E. 
 
En los últimos años la especie V. anguillarum ha sufrido continuas revisiones. El 
antiguo V. anguillarum biotipo II constituye en la actualidad la especie V. ordalii (Schiewe et 
al., 1981). Basándose en estudios de la secuencia del rRNA 5S se sugirió la creación de un 
 
Figura I.1: Tinción Gram de V. anguillarum. 




género nuevo dentro de la familia Vibrionaceae, el género Listonella, que englobaría a las 
especies V. anguillarum, V. damselae y V. pelagius (Macdonell & Colwell, 1985). De este 
modo estaríamos hablando de Listonella anguillarum; sin embargo estudios posteriores no 
corroboraron dichas conclusiones (Nearhos et al., 1987), por lo que en este trabajo nos 
referiremos a él como Vibrio anguillarum por ser la nomenclatura más universalmente 
aceptada. 
Según la clasificación europea existen un total de 23 serotipos basados en el antígeno 
O, denominados desde el O1 al O23 (Sorensen & Larsen, 1986; Pedersen et al., 1999a). De 
estos serotipos sólo se han asociado a brotes de vibriosis cepas del serotipo O1, O2 y algunas 
del O3, mientras que el resto de serotipos se consideran cepas ambientales (Toranzo & 
Barja, 1990; Pazos et al., 1993; Toranzo et al., 1997; Pedersen et al., 1999b;). Los serotipos 
O1 y O2 tienen un amplio rango de hospedador, por el contrario el serotipo O3 se asocia 
principalmente a la anguila (Anguilla anguilla) y ayu (Plecoglossus altivelis) (Larsen et al., 
1994). 
Los serotipos O2 y O3 son antigénicamente heterogéneos (Bolinches et al., 1990; Olsen 
& Larsen, 1993; Santos et al., 1995). El serotipo O2 se subdivide en dos subgrupos: O2a, 
constituido por aislados de peces tanto salmónidos como no salmónidos y O2b, formado por 
aislados de peces estrictamente marinos. Asimismo el serotipo O3 se subdivide en el O3a, 
donde se clasifican las pocas cepas patógenas de este serotipo, y el O3b formado por cepas 
mayoritariamente ambientales (Toranzo et al., 2005). 
1.3 Diagnóstico del agente causal de la vibriosis 
Uno de los pasos críticos en el control de un brote infeccioso es la correcta 
identificación del agente patógeno. En la mayoría de las ocasiones se desarrollan como 
infecciones asintomáticas, de tal manera que es necesaria la aplicación rutinaria de técnicas 
de diagnóstico para la detección precoz del brote. Las técnicas de identificación tradicionales 
se basan en la realización de pruebas morfológicas y bioquímicas, siendo necesaria una 
confirmación serológica final (Toranzo & Barja, 1990). En V. anguillarum el serotipo O2 es el 
más difícil de serotipar debido a que se producen reacciones cruzadas con V. ordalii (Chart & 
Trust, 1984; Sorensen & Larsen, 1986). A los métodos clásicos, calificados habitualmente 





Figura I.3: Proceso de toma directa de 
muestras a partir de tejidos del pez. 
como lentos y tediosos, se van añadiendo sistemas 
de diagnóstico basados en técnicas moleculares que, 
a menudo, presentan problemas de especificidad 
y/o sensibilidad (Osorio & Toranzo, 2002). De entre 
todos los métodos descritos el publicado por 
González et al. (2003) es el más robusto.  
 
 
1.4 Prevención y tratamiento de los brotes 
La industria de la acuicultura se ve obligada a minimizar las pérdidas debidas a 
infecciones mediante el uso de vacunas y antibióticos. Son muchas las contraindicaciones 
generadas por la utilización de antibióticos, entre ellas la posibilidad de generar resistencias 
(Le et al., 2005; Giraud et al., 2006). Por este motivo, en acuicultura la vacunación se está 
consolidando como un método fundamental en la prevención de las enfermedades 
infecciosas. La elección de la vía y dosis de inmunización adecuadas es esencial, se deben 
administrar de manera que se induzca un alto grado de inmunización para así generar una 
respuesta duradera, evitando en lo posible generar estrés a los peces. Las vacunas se 
pueden administrar por tres vías diferentes: (1) inyección, preferentemente intraperitoneal; 
(2) inmersión, sumergiendo al pez en una solución de la vacuna diluida; o (3) por vía oral 
suministrandola con los piensos. En las plantas de cultivo se utiliza mayoritariamente la 
inyección o inmersión como método de inmunización, estando actualmente integrados en 
los procesos de producción (Gudding et al., 1999). 
Las vacunas utilizadas en la acuicultura se obtienen al inactivar cultivos en fase 
estacionaria con formalina. El proceso de inmunización en el rodaballo, lenguado o lubina 
suele ser por inmersión, realizándose dos vacunaciones con un intervalo de un mes, 
generándose así una respuesta humoral específica intensa (Palm et al., 1998; Angelidis et al., 
2006). De todas las vacunas comerciales diseñadas frente a V. anguillarum, tan sólo la 
vacuna GAVA-3, desarrollada en nuestro Departamento en la Universidad de Santiago de 
Compostela, es capaz de proteger al pez frente a los tres grupos antigénicos más 




importantes (O1, O2a y O2b) (Toranzo et al., 1997; Bowden et al., 2002). En algunos casos 
las vacunas polivalentes se han mostrado más efectivas que las derivadas de una única 
especie bacteriana (Gudding et al., 1999) aplicándose con éxito en el cultivo de salmónidos 
en los países nórdicos (Toranzo et al., 1997). Los avances en inmunología y biología 
molecular abren nuevas vías en el diseño de vacunas. Por ejemplo, se han diseñado vacunas 
a partir de cepas curadas de plásmidos del tipo pJM1, pues la pérdida de este plásmido 
produce un descenso significativo de la virulencia de V. anguillarum O1 (Shao et al., 2005). 
 Una vez producido el brote infeccioso, la aplicación de antimicrobianos es esencial 
para el tratamiento de la infección. Para suministrar el antimicrobiano de modo correcto y 
efectivo hay que tener en cuenta la farmacocinética del compuesto, su concentración 
mínima inhibitoria (CMI) y respetar la duración del tratamiento, lo cual es específico de cada 
especie. La principal vía de administración de todos estos medicamentos es la oral al 
suministrarlos a través de los piensos. Esta metodología permite el tratamiento de grandes 
cantidades de peces de una forma relativamente fácil y con un coste contenido. El 
tratamiento en los reproductores se realiza por inyección por ser un método más efectivo y 
exacto en cuanto a la dosis suministrada. 
Las quinolonas son uno de los agentes antibacterianos más utilizados en el tratamiento 
de infecciones de peces, siendo especialmente activos frente a bacterias Gram-negativas. 
Este tipo de sustancias inhiben la DNA-girasa provocando la condensación inestable del DNA 
durante la división celular. Dentro de este grupo la flumequina y el ácido oxolínico son dos 
de los antibióticos más utilizados en los brotes provocados por V. anguillarum (Samuelsen & 
Bergh, 2004; Vik-Mo et al., 2005). Otro antimicrobiano muy utilizado es el florfenicol, un 
fármaco sintético con una estructura y espectro de actividad similar al cloranfenicol 
(Samuelsen et al., 2003). 
2. Factores de virulencia de V. anguillarum 
Podemos considerar como factores de virulencia las propiedades de un 
microorganismo patógeno que contribuyen a que pueda invadir y colonizar rápidamente al 
hospedador, alcanzando unos niveles de población altos antes de que la respuesta inmune 




limite el crecimiento bacteriano. Los factores de virulencia se pueden clasifican en las 
siguientes categorías: componentes de la cápsula y superficie celular; factores de 
adherencia, colonización e invasión; exotoxinas y sistemas de captación de hierro. Rodkhum 
et al. (2006) describieron una extensa lista de posibles genes relacionados con la virulencia 
de V. anguillarum tras secuenciar 1,5 Mb del genoma (1/3 del genoma total). Se describen a 
continuación algunos de los factores de virulencia que se conocen actualmente en V. 
anguillarum.  
2.1 Componentes de la cápsula y superficie celular  
Generalmente el suero produce un efecto bactericida sobre los microorganismos, 
efecto que se atribuye al sistema del complemento. La vía clásica de activación del 
complemento requiere el reconocimiento previo de los antígenos de la superficie bacteriana 
por medio de anticuerpos específicos, lo que provoca la polimerización de ciertos 
componentes del complemento sobre la superficie bacteriana que a su vez promueve su lisis 
y/o fagocitosis. 
Uno de los mecanismos de resistencia al suero consiste en sintetizar en la superficie 
celular lipopolisacáridos (LPS) con cadenas laterales largas, el denominado antígeno O. Se 
han caracterizado genes de biosíntesis de lipopolisacáridos tanto en el serotipo O1 como en 
el serotipo O2 (Amor & Mutharia, 1995; Stroeher et al., 1998). En ambos casos se ha 
comprobado que aquellas cepas que presenten este antígeno O en su superficie son más 
resistentes al sistema del complemento (Norqvist & Wolf-Watz, 1993; Boesen et al., 1999); 
de hecho un aumento en su producción está asociado con un incremento de la virulencia 
(Aoki et al., 1985). 
2.2 Factores de adherencia, colonización e invasión  
La adhesión del microorganismo a los tejidos del hospedador es fundamental en el 
proceso de colonización y multiplicación. V. anguillarum es capaz de adherirse a distintos 
tipos de líneas celulares, lo que implica la producción de adhesinas y factores que provocan 
efectos citopáticos sobre las células del hospedador (Wang et al., 1998; Ormonde et al., 
2000). Las mucosas del pez son la principal vía de entrada del patógeno en el hospedador, en 




especial la del intestino, branquias y ciertas zonas de la piel (Olsson et al., 1996; Bordas et 
al., 1998; O'Toole et al., 2004). La bacteria llega hasta ellas de forma pasiva por la actividad 
propia del hospedador (O'Toole et al., 2004). Sin embargo, diversos estudios han 
demostrado que V. anguillarum muestra una respuesta quimiotáctica muy intensa hacia el 
mucus, en especial hacia el mucus del tracto intestinal que es el más rico en aminoácidos e 
hidratos de carbono (O'Toole et al., 1999; Larsen & Boesen, 2001). Además es capaz también 
de adherirse a él y colonizarlo (Bordas et al., 1998; Olsson, 1998). Durante las fases iniciales 
de entrada en el organismo el flagelo desempeña un papel importante tanto en la motilidad 
(indispensable en la respuesta quimiotáctica) como en la adhesión y penetración. La 
mutación de los genes que codifican las flagelinas FlaA, FlaD y FlaE,  provoca un descenso 
significativo en la virulencia de V. anguillarum (McGee et al., 1996; Milton et al., 1996). 
El crecimiento en el mucus no sólo facilita la multiplicación del patógeno, también 
induce las actividades necesarias para el éxito de la colonización e invasión de los tejidos del 
hospedador. Ejemplos de factores expresados específicamente en el mucus son diversas 
proteínas de membrana externa (Garcia et al., 1997) y la metaloproteasa EmpA (Denkin & 
Nelson, 2004). 
2.3 Exotoxinas  
Se definen como proteínas extracelulares secretadas en el hospedador durante la fase 
de proliferación, que infringen daños en las estructuras de los tejidos facilitando la invasión, 
diseminación y adquisición de nutrientes. Las exotoxinas identificadas en V. anguillarum 
incluyen varias hemolisinas (Hirono et al., 1996; Rodkhum et al., 2005), proteasas y 
metaloproteasas (Kodama et al., 1984; Norqvist et al., 1990; Milton et al., 1992; Toranzo & 
Barja, 1993), dermatotoxinas (Toranzo & Barja, 1993), hemaglutininas y citotoxinas (Toranzo 
et al., 1983a; Toranzo et al., 1983b; Inamura et al., 1984); relacionadas en mayor o menor 
medida con la patogenicidad.  
El primer gen de hemolisina caracterizado en V. anguillarum (vah1) lo describieron 
Hirono et al. (1996). Posteriormente se caracterizaron cuatro genes más y se analizó el 
efecto de este tipo de exotoxinas sobre la virulencia de la bacteria (Rodkhum et al., 2005). Es 
posible que las hemolisinas secretadas por V. anguillarum estén implicadas en el proceso de 




patogénesis puesto que la anemia es una de las características de los peces infectados. Sin 
embargo, todavía existen dudas acerca de la relación entre la producción de estas 
hemolisinas y la patogenicidad de la bacteria (Toranzo & Barja, 1993). Los cinco genes de 
hemolisinas descritos en V. anguillarum poseen una alta similitud con homólogos 
identificados en otras especies del género Vibrio, como V. cholerae (Heidelberg et al., 2000), 
V. parahaemolyticus (Makino et al., 2003) o V. vulnificus (Chen et al., 2003). 
Se ha detectado también en V. anguillarum la presencia del gen que codifica la toxina 
RTX (Rodkhum et al., 2006). Este tipo de toxinas pertenecen a una familia de exotoxinas 
formadoras de poros incluidas dentro de los sistemas de secreción bacteriano de tipo I 
(TISS), que constituyen un factor de virulencia muy importante en diversos patógenos Gram-
negativos (Coote, 1992) e incluyen toxinas citolíticas, metaloproteasas y lipasas. Pese a que 
se han descrito toxinas RTX en patógenos como V. cholerae (Lin et al., 1999), Actinobacillus 
pleuropneumoniae (Jansen et al., 1993) y Escherichia coli (Bauer & Welch, 1996), la 
información disponible acerca de estos factores de virulencia en V. anguillarum todavía es 
muy limitada. 
2.4 Adquisición de hierro  
En la mayoría de las bacterias patógenas invasivas, se ha comprobado cómo el 
aumento de la concentración de hierro en el hospedador conlleva una mayor susceptibilidad 
a las infecciones. Al igual que ocurre con otros muchos microorganismos patógenos Gram-
negativos, la capacidad de obtención de hierro es uno de los principales factores de 
virulencia en V. anguillarum. El sistema de captación de hierro más estudiado en esta 
especie es el que utiliza el sideróforo anguibactina. Este sistema está codificado por un 
plásmido de gran tamaño (65 kb) denominado pJM1, cuya pérdida o inactivación produce 
una drástica reducción en la virulencia de la bacteria, lo que indica que es esencial para el 
desarrollo de la enfermedad (Crosa et al., 1980; Wolf & Crosa, 1986). En el apartado 7.1 se 
detallan los componentes del sistema de la anguibactina y la distribución del plásmido. 
Las cepas patógenas de V. anguillarum también pueden utilizar citrato férrico y grupo 
hemo o hemo-proteínas como fuente de hierro gracias a mecanismos independientes de 
sideróforos (Mazoy & Lemos, 1991; Mazoy et al., 1997). La acción de hemolisinas y 




citotoxinas pone a disposición de las células bacterianas el contenido intracelular, lo que 
facilita la utilización del grupo hemo como fuente de hierro (Mazoy & Lemos, 1991). Las 
primeras evidencias que demuestran la capacidad de V. anguillarum para unir hemoglobina 
y hemina, se obtuvieron utilizando cepas de los serotipos O1 y O2 en experimentos de “dot-
blot” (Mazoy & Lemos, 1996b). Actualmente sabemos que esta capacidad es extensible al 
resto de cepas de la especie con independencia del serotipo al que pertenezcan (Mouriño et 
al., 2005). Se han identificado las proteínas que median la unión de hemina y hemoglobina 
(Mazoy et al., 1996; Mazoy & Lemos, 1996b) y caracterizado la maquinaria de transporte de 
grupo hemo (Mazoy et al., 2003; Mouriño et al., 2004). El gen huvA codifica el receptor de 
membrana externa responsable del transporte del grupo hemo, es una proteína de 79 kDa 
homóloga a receptores ya descritos en V. cholerae (Henderson & Payne, 1993) y V. vulnificus 
(Litwin & Byrne, 1998). En el cromosoma, el gen huvA forma junto a otros genes el cluster de 
captación y utilización de grupo hemo (Mouriño et al., 2004): huvBCD, que codifican el 
transportador de tipo ABC necesario para atravesar la membrana celular; huvR, que 
codificaría un regulador transcripcional; huvX, de función desconocida; huvZ, que se 
relaciona con procesos de almacenamiento; y por último tonB1, exbB1 y exbD1 que 
constituyen el sistema TonB1 (Stork et al., 2004). 
3. Importancia y disponibilidad del hierro en las infecciones 
bacterianas 
3.1 El hierro como elemento limitante 
Dependiendo de la molécula a la que esté unido, el hierro puede adoptar una de las 
dos formas de carga iónica positiva (Fe+2 o Fe+3) variando así mucho su potencial redox. Esta 
es la razón por la que está presente en los centros activos de enzimas que catalizan 
reacciones redox, ya sea por sí solo, incorporado en complejos hierro-azufre (proteínas Fe/S) 
o en el grupo hemo. Estas enzimas son indispensables para la vida pues participan en todo 
tipo de procesos celulares: transporte de electrones, activación de oxígeno, reducción del 
peróxido, síntesis de aminoácidos y nucleósidos, síntesis de ADN y fotosíntesis. 




El hierro es por tanto un compuesto esencial para la mayoría de los organismos vivos. 
Sin embargo, a pesar de su abundancia en la tierra y de la concentración micromolar 
requerida para el crecimiento celular, es un compuesto biológicamente limitante en la 
mayoría de los entornos. En ambientes inorgánicos aeróbicos y entornos de pH neutro, el 
hierro se presenta esencialmente en la forma oxidada (Fe+3) generándose agregados 
insolubles. Cuando está reducido, el ión ferroso es altamente tóxico, ya que activa la 
reacción de Fenton (Fe+2 + H2O2 = Fe
+3 + OH- + OH) produciendo la reducción parcial del 
oxígeno y dando lugar a radicales hidroxilo que tienen efectos nocivos en la mayoría de las 
macromoléculas. De este modo, la forma Fe+3 es insoluble y no está biodisponible, mientras 
que la forma Fe+2 es potencialmente tóxica. A lo largo de la evolución los organismos han 
adquirido diversas estrategias para protegerse de los efectos nocivos del hierro, 
desarrollando mecanismos que lo secuestran del medio extracelular manteniéndolo en 
proteínas portadoras o uniéndolo a anillos de protoporfirina en hemoproteinas. 
3.2 Disponibilidad de hierro en el hospedador 
La homeostasis del hierro está tan estrictamente regulada que no existe prácticamente 
hierro libre en los organismos vivos (Ratledge & Dover, 2000; Wandersman & Delepelaire, 
2004). En los vertebrados superiores, el hierro se asimila desde la dieta y se transporta en la 
sangre unido a la transferrina. Principalmente existen tres tipos de transferrinas: transferrina 
del suero; ovotransferrina en la albúmina del huevo y lactoferrina en numerosos fluidos 
extracelulares. La transferrina humana tiene un peso aproximado de 80 kDa. Tiene dos sitios 
de unión a Fe+3 con una constante de afinidad de 1036 y un nivel de saturación del 30%, lo 
que le permite tamponar situaciones puntuales de exceso de hierro libre haciendo que su 
concentración sea en todo momento prácticamente 0 (≈10-18 M) (Bullen et al., 1978). 
En los animales la proteína de almacenamiento de hierro es la ferritina, en plantas la 
fitoferritina y en microorganismos las bacterioferritinas. Cuando no están cargadas de hierro 
se denominan apoferritinas y tienen un peso molecular que oscila entre 430 y 480 kDa. La 
ferritina está compuesta por 24 subunidades que pueden almacenar más de 4000 átomos de 
Fe+3 formando un macro complejo de unos 900 kDa. 




Por tanto, las bacterias están en condiciones restrictivas de hierro 
independientemente de su biotopo. Cuando crecen en un medio acelular (acuático o medio 
sólido) las bacterias encuentran principalmente el ión insoluble (Fe+3) y cuando colonizan 
organismos multicelulares la disponibilidad de hierro es, como ya hemos explicado, 
prácticamente cero (Martinez et al., 2006). 
3.3 Mecanismos de asimilación de hierro 
Por todo lo expuesto, los sistemas de captación de hierro, presentes en los 
microorganismos patógenos, juegan un papel clave en el establecimiento de la infección. 
Para adquirir el hierro presente en el hospedador, los microorganismos han desarrollado 
diferentes estrategias: interacción directa con las proteínas del hospedador que transportan 
el hierro (transferrinas, lactoferrina, hemoglobina, etc.); reducir el hierro para aumentar su 
solubilidad por medio de reductasas extracelulares (Fe+3 -> Fe+2); y secuestrar y transportar 
el ión Fe+3 por medio de un transporte activo (Winkelmann & Van der Helm, 1987; Guerinot, 
1994). Habitualmente un microorganismo patógeno dispone de varias de estas estrategias 
que pueden actuar simultáneamente o en momentos diferentes durante la infección. Por 
ejemplo, V. cholerae dispone de varios sistemas de captación que le permiten utilizar como 
fuente de hierro: el ión Fe+2 (genes feoABC), ión Fe+3 (fbpABC), grupo hemo (hutABCD), el 
sideróforo vibriobactina (viuAPDGC) y varios sideróforos exógenos como el ferricromo 
(fhuABCD) y la enterobactina (irgA y vctAPDGC) (Wyckoff et al., 2007). 
El mecanismo de captación de hierro más ampliamente utilizado por los 
microorganismos es la secreción de sideróforos (Wandersman & Delepelaire, 2004). Una vez 
secretados, éstos se unen al hierro extracelular con una constante de afinidad entre 1030 y 
1052. Estas elevadas afinidades de los sideróforos por el Fe+3 posibilitan que puedan competir 
no sólo por el hierro libre, sino también arrebatarlo de las fuentes de reserva del 
hospedador como la ferritina (Ratledge & Dover, 2000).  
Junto a los mecanismos de captación de hierro propiamente dichos, los 
microorganismos patógenos producen enzimas que incrementan la eficiencia de estos 
sistemas. Por ejemplo, algunos secretan hemolisinas que lisan a los eritrocitos liberando así 
un contenido celular muy rico en hemoglobina (Genco & Dixon, 2001). Otro modo es 




secretar proteasas que degradan proteínas transportadoras de hierro, por ejemplo 
Porphyromonas gingivalis sintetiza la proteinasa Kgp, que se une y degrada hemoglobina, 
hemopexina y transferrina. 
4. Asimilación de hierro basada en la síntesis de sideróforos 
4.1 Definición 
Los sideróforos actúan como agentes solubilizadores 
de hierro a partir de compuestos minerales u orgánicos 
como la lactoferrina y transferrina en vertebrados. En su 
mayoría se trata de péptidos de bajo peso molecular 
producidos por microorganismos (Neilands, 1995). Los 
sideróforos son sintetizados y secretados al medio 
extracelular, donde se unen al hierro y se recuperan gracias 
a transportadores específicos. En las bacterias Gram-negativas este proceso se realiza 
gracias a un receptor de membrana externa acoplado a un transportador de tipo ABC. Una 
vez en el citoplasma el hierro debe liberarse del complejo hierro-sideróforo, proceso que se 
lleva a cabo por degradación enzimática del complejo o por reducción del hierro. 
4.2 Tipos de sideróforos 
La mayoría de los sideróforos forman un centro de unión hexadentado, ya que su 
estructura química suele constar de tres grupos ligando dobles dispuestos alrededor de un 
ión férrico central (Figura I.4) (Albrecht-Gary & Crumbliss, 1998). Los sideróforos 
hexadentados forman complejos 1:1 con el ión férrico, de tal modo que la liberación del ión 
es poco probable, disminuyendo así su toxicidad potencial (Tilbrook & Hider, 1998). Los 
grupos de unión a hierro están incluidos en una estructura química mayor que maximiza su 
eficiencia. Dependiendo de la naturaleza del grupo que media la unión con el átomo de 
hierro, los sideróforos se pueden dividir en tres tipos básicos: catecoles, hidroxamatos y α-
hidroxi-carboxilatos, si bien se han descrito sideróforos de tipo mixto que contienen en su 
estructura varios tipos de grupos de unión. 
 
Figura I.4: Hierro-enterobactina 





Figura I.6: Grupo funcional y 
ejemplo de sideróforo de tipo 
hidroxamato. 
 
1) Catecoles: su centro de unión deriva del corismato (Figura I.5). A su vez se pueden 
clasificar en catecoles sensu stricto (formados por ácido 2,3-dihidroxibenzoico 
(DHBA)) o fenolatos (compuestos por ácido salicílico). La enterobactina es el 
sideróforo más estudiado de este grupo, lo producen cepas de E. coli y otras 
enterobacterias (Crosa & Walsh, 2002; Raymond et al., 2003). Este sideróforo 
presenta una de las constantes de disociación del hierro más elevadas (1052) lo que le 
permite competir con las transferrinas. Se puede detectar la presencia de este tipo 
de compuestos en sobrenadantes de cultivo utilizando la reacción de Arnow. Este 
reactivo reacciona específicamente con los grupos catecol dando una coloración 
rosácea proporcional a la cantidad presente en la muestra (Arnow, 1937). 
 
 
Figura I.5: Grupo funcional y ejemplo de sideróforos de tipo catecol. 
 
 
2) Hidroxamatos: del tipo de la aerobactina 
producida por Salmonella spp., Shigella flexneri y 
algunas cepas de E. coli (Figura I.6) (de Lorenzo & 
Martinez, 1988; Hale, 1991; Kingsley et al., 1995). 
La aerobactina presenta una constante de 
disociación muy parecida a las transferrinas 
(≈1025) por lo que compite con otras fuentes como 
la ferritina (Ratledge & Dover, 2000). 
 
 





Figura I.7: Grupo funcional y 




Figura I.8: Ejemplo de sideróforo de 
tipo mixto. Se marcan con 
rectángulos los grupos de unión a 
hierro. 
 
3) Ácidos α-hidroxicarboxílicos: un ejemplo es el 
sideróforo acromobactina derivado del citrato 
(Figura I.7). Este sideróforo lo produce Erwinia 
chrysanthemi, especie que produce simultánea- 
mente dos sistemas de sideróforos diferentes: 
acromobactina y crisobactina (de tipo catecol) 







4) Mixtos: como la anguibactina que contiene en 
su estructura dos grupos de unión a hierro: un 
grupo catecol y uno de tipo hidroxamato, por lo 
que se consideraría este sideróforo como de 
tipo catecol-hidroxamato (ver apartado 7.1) 
(Figura I.8).  
 
 
4.3 Síntesis de sideróforos 
Actualmente se han descrito más de 500 sideróforos diferentes. La mayor parte son de 
naturaleza peptídica y se sintetizan mediante enzimas de la familia de las péptido-sintetasas 
no ribosómicas (NRPS). Los sideróforos que no son polipéptidos, formados por ácido 
dicarboxílico, diamina o amino alcohol, se sintetizan por sintetasas específicas en lo que se 
conoce como Síntesis Independiente de NRPS. En los últimos años se han descrito tanto 




nuevas rutas como componentes nuevos de ellas, de tal manera que se conoce en detalle la 
enzimología de la biosíntesis de muchos sideróforos. 
4.3.1 Síntesis por NRPS 
Las NRPS son grandes complejos enzimáticos multimodulares que seleccionan, activan 
y ensamblan una amplia gama de amino-, carboxi- e hidroxi-ácidos para formar una gran 
diversidad de péptidos o policétidos (Policétido sintetasas, PKS) (Marahiel et al., 1997). Las 
diferentes funciones catalíticas las ejercen los dominios que forman los módulos, de tal 
manera que el número de módulos, estructura, especificidad y organización determina la 
estructura química del compuesto a sintetizar. Durante el proceso de síntesis las NRPS 
pueden actuar solas o en colaboración con otras enzimas como halogenasas, glicosil 
transferasas, etc. que catalizan modificaciones finales en la estructura del compuesto. 
Podemos identificar los diferentes dominios gracias a motivos conservados en la secuencia 
de aminoácidos. Los dominios básicos son:  
(1) dominio de adenilación (A) que reconoce específicamente un aminoácido o 
hidroxiácido y lo activa por adenilación. 
(2) dominio transportador (Peptidyl/Aryl Carrier Protein (PCP/ArCP)) al que queda 
unido el compuesto activado mediante un enlace tioéster al 4´-fosfopanteteinil (4´PPant) 
que actúa a modo de cofactor. Los dominios transportadores (formas apo-ArCP y apo-
PCP) deben ser activados por una fosfopanteteinil transferasa (PPTasa) para así disponer 
de un sistema de NRPS funcional.  
(3) dominio de condensación (C) que cataliza la reacción de elongación entre la 
cadena peptídica en formación y el péptido unido al PCP de su módulo.  
(4) dominio tioesterasa (TE) situado en posición C-terminal libera la cadena de 
péptidos naciente de la NRPS por medio de una ciclación intra- o intermolecular. 





Figura I.9: Dominios presentes en las NRPS y reacciones que 
catalizan (Schwarzer et al. 2003). 
 
El peculiar mecanismo de síntesis de las NRPS hace que los dominios se combinen 
formando tres tipos básicos de módulos: El módulo de iniciación, selecciona la primera 
molécula a la que se le añadirán los demás compuestos, se sitúa en posición N-terminal y 
está formado por los dominios A-PCP o A-ArCP; uno o varios módulos de elongación que 
incorporan de modo secuencial diferentes compuestos y tienen una estructura básica C-A-
PCP; finalmente en posición C-terminal nos encontramos con el módulo de terminación que 
añade el último constituyente y libera el compuesto final, este módulo tendría la estructura 
C-A-PCP-TE. 
A estas estructuras básicas de módulos se les pueden añadir otra serie de dominios 
que catalizan modificaciones estructurales: metiltransferasa (MT), ciclaciones (Cy), 
epimerizaciones (E), reducciones (KR), deshidrataciones (DH), etc. (Figura I.9). La presencia 
de este tipo de dominios adicionales y la gran amplitud de sustratos que pueden utilizar las 
NRPS explica la gran diversidad estructural que caracteriza a los péptidos no ribosómicos. 
Hasta la fecha se han identificado más de 300 residuos capaces de servir como sustrato de 




las NRPS, entre los que se incluyen D-aminoácidos, β-aminoácidos, diversos ácidos con 
grupos hidroxilo y ácidos N-metilados (von Dohren et al., 1999). Hay que resaltar que los 
diferentes dominios necesarios para la formación de un determinado compuesto pueden 
localizarse físicamente en una o en varias proteínas que actuarán de modo secuencial 
(Figura I.10) (Schwarzer et al., 2003). 
 
 
Figura I.10: Etapas de la síntesis no-ribosómica utilizando un péptido ficticio a modo de 
ejemplo (Schwarzer et al. 2003). 
 
Como paso previo al proceso de ensamblaje, los constituyentes a incorporar por las 
NRPS deben sintetizarse en sus respectivas rutas. Este es el caso del DHBA o del ácido 
salicílico que definen a los sideróforos de tipo catecol (catecoles y fenolatos 
respectivamente). Ambos compuestos derivan del corismato, uno de los intermediarios de la 
ruta de síntesis de aminoácidos aromáticos (fenilalanina, triptófano y tirosina). Las enzimas 
que catalizan su conversión suelen estar físicamente localizadas junto a las NRPS que 
catalizan el ensamblaje final del sideróforo (Fischbach et al., 2008). 
4.3.1.1 Síntesis de DHBA (Catecoles) 
La ruta de síntesis de los sideróforos de tipo catecol comienza con la conversión de 









poseen homólogos de los genes de E. coli entC, entB y entA que codifican una isocorismato 
sintasa, una isocorismatasa y una 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato deshidrogenasa, 
respectivamente, necesarias para catalizar esta conversión. EntB es una enzima bifuncional 
que contiene dos dominios conservados: un dominio de actividad isocorismatasa en su 
extremo N-terminal y un dominio ArCP (Aryl Carrier Protein) en su extremo C-terminal que 
intervendrá en el proceso de ensamblaje. Se han descrito homólogos de los genes entCBA en 
la mayoría de los sistemas de síntesis de catecoles. Por ejemplo, en V. cholerae los genes del 
sistema de la vibriobactina se agrupan en dos regiones cromosómicas distantes entre sí, 
aunque ambas están en el cromosoma 1. Una de ellas incluye los genes de transporte viuA y 
viuB, y el gen de biosíntesis vibF. En la otra región se localizan vibA, vibB y vibC, homólogos 
de entCBA, junto a vibE y el transportador tipo ABC necesario para la internalización de 
hierro-vibriobactina (genes viuPDHC) (Crosa & Walsh, 2002). 
 
 
Figura I.11: Síntesis de salicilato o 2,3-DHBA a partir del corismato. Irp9 de Y. 
enterocolitica, MbtI de M. tuberculosis, PchA y B de P. aeruginosa y EntC B y A 
de E. coli. 
 
4.3.1.2 Síntesis de salicilato (Fenolatos) 
Se han descrito dos alternativas para la conversión de corismato en salicilato. En unos 
casos interviene una salicilato sintasa, por ejemplo Irp9 (YbtS) de Y. enterocolitica (Kerbarh 
et al., 2005) o MbtI en M. tuberculosis (Harrison et al., 2006). En otras especies, en esta 
conversión intervienen dos enzimas, por ejemplo en P. aeruginosa interviene una 




isocorismato sintasa (PchA, homólogo de EntC) y una isocorismato-piruvato liasa (PchB) 
(Gaille et al., 2002; Gaille et al., 2003) (Figura I.11). En miembros de la familia Vibrionaceae 
como V. cholerae, Photobacterium profundum o P. damselae subsp. piscicida se han descrito 
clusters de genes con similitud a la isla de patogenicidad HPI de Yersinia, que contienen 
genes irp homólogos al gen irp9, que podrían codificar salicilato sintasas. Por tanto, cepas de 
las tres especies arriba citadas podrían producir y utilizar sideróforos que contienen ácido 
salicílico en su estructura (Vezzi et al., 2005; Osorio et al., 2006). 
4.3.1.3 Selección de sustrato  
Una vez sintetizados todos los constituyentes del sideróforo, actúan las NRPS. Como 
hemos visto, la estructura modular de las NRPS define el péptido a sintetizar. Cada módulo 
activa uno de los componentes y lo incorpora al péptido naciente. Todos los dominios del 
módulo intervienen de algún modo en la selección de sustrato (Lautru & Challis, 2004), sin 
embargo el dominio de adenilación es el más importante a la hora de reconocer el residuo 
apropiado y activarlo por adenilación (Stachelhaus et al., 1999). 
En los últimos años se han cristalizado numerosos dominios de adenilación. Gracias a 
las estructuras tridimensionales obtenidas y al alineamiento de secuencias se ha acotado 
una región denominada Substrate-binding pocket de aproximadamente 100 aminoácidos. La 
conformación tridimensional de esta región delimita un hueco en cuyo interior debe 
acoplarse el sustrato. Las posibles combinaciones de aminoácidos presentes en 9 posiciones 
claves en la interacción con el substrato se conocen como “código no-ribosómico” (Figura 
I.12) (Conti et al., 1997; Di Vincenzo et al., 2005; Rausch et al., 2005), gracias al cual se puede 




Figura I.12: Estructura tridimensional del 
afinidad por la L-fenilalanina, y detalle de
con el substrato (Lautru & Challis, 2004)
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4.4 Transporte del hierro
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TonB formado por las proteínas TonB, ExbD y ExbD media 
la transducción de energía desde la membrana 
citoplasmática a la membrana externa (Figura I.14). 
A diferencia de otras bacterias Gram-negativas que 
poseen un único sistema TonB, en V. cholerae (Occhino et 
al., 1998) y otros vibrios (O'Malley et al., 1999) es 
frecuente la presencia de dos sistemas TonB funcionales. 
El sistema TonB2 forma un operon junto a una orf 
denominada ttpC, cuya presencia es esencial para la funcionalidad del sistema, por lo que se 
cree que TtpC debe ser un constituyente común en todos los sistemas TonB2 de los vibrios 
(Stork et al., 2007b). En V. anguillarum la función de ambos sistemas (TonB1 y TonB2) no es 
completamente redundante. Mientras que la captación de sideróforos está vinculada a la 
presencia del sistema TonB2, el transporte del grupo hemo utiliza indistintamente tanto el 
sistema TonB1 como el TonB2 (Stork et al., 2004; Lemos & Osorio, 2007). 
La transducción de energía generada por la fuerza protón-motriz, mediada por las 
proteínas ExbB/D y el dominio transmembrana de TonB, se produce al adquirir el extremo C-
terminal de TonB una conformación de alta energía (Ghosh & Postle, 2005). Este estado de 
alta energía induce un cambio conformacional en los transportadores de membrana externa, 
de tal manera que los sustratos se liberan de sus sitios de unión y el tapón se mueve, ya sea 
al lado o fuera de las láminas-β, para permitir la difusión de los sustratos a través del poro 
hacia el periplasma (Braun & Endriss, 2007). 
Se desconoce el modo en el que TonB almacena la energía hasta que se produce la 
interacción con un receptor cargado de ligando. Actualmente se postulan varios modelos, 
uno de los cuales plantea la translocación de TonB excitado de la membrana citoplasmática a 
la membrana externa. Este modelo está apoyado, entre otras observaciones, en que el 40% 
de TonB se localiza en la membrana externa. En el proceso de translocación participarían 
proteínas asociadas al peptidoglicano como Lpp y OmpA (Higgs et al., 2002; Postle & Kadner, 
2003).  
La región N-terminal del receptor participa en el contacto con TonB y se denomina 
“caja TonB” (Lundrigan & Kadner, 1986; Gudmundsdottir et al., 1989; Nau & Konisky, 1989;  
 
Figura I.14: Representación del 
sistema de transducción de 
energía TonB. 




Ferguson & Deisenhofer, 2004), aunque participan también ciertos aminoácidos del dominio 
tapón (Figura. I.15) (Braun et al., 2003a). Cuando se elimina el tapón, ciertos loops situados 
en la cara extracelular del receptor cierran el poro, lo que constituye un mecanismo de 
seguridad que protege a la célula de una eventual despolarización. La interacción entre 
ambos extremos, receptor-TonB, se ha demostrado en numerosos receptores y con 
metodologías diferentes. Por ejemplo, mediante estudios de mutagénesis de FecA, receptor 
de citrato férrico (Ogierman & Braun, 2003); o utilizando estudios de cristalografía en el caso 
del receptor FhuA (Pawelek et al., 2006), ambos de E. coli.  
Es habitual que los microorganismos dispongan de numerosos receptores 
dependientes de TonB destinados a la captación de hierro (transporte de sideróforos y grupo 
hemo), pero también al transporte de sustancias como la vitamina B12. Por ejemplo, en el 
genoma de E. coli se encuentran los receptores FhuA, IutA, y FhuE, que transportan 
sideróforos de tipo hidroxamato; FepA, Cir, y Fiu, que transportan catecoles; FecA media la 
internalización de sideróforos de tipo carboxilato como el ferricromo, mientras que BtuB es 
el receptor de la vitamina B12 (Ferguson & Deisenhofer, 2004). V. cholerae también dispone 
de numerosos receptores de esta familia: FhuA transporta ferricromo; ViuA es el receptor de 
vibriobactina; IrgA y VctA, que median el transporte de catecoles como la enterobactina; 
HutA, HutR y HasR, que participan en la captación del grupo hemo y un receptor homólogo a 
BtuB que codificaría el receptor de la vitamina B12 (Wyckoff et al., 2007). 
 





Figura I.15: Estructura tridimensional del complejo FhuA-TonB de E. coli (A) Representación 
conformacional de FhuA; las láminas-β se representan como flechas planas, α-hélices como cordones. 
El tapón “cork domain” se representa en verde (del residuo 19 al 169) el resto de los residuos se 
colorean en azul (8-18; 161-725). También se representan la región de TonB que interacciona con el 
receptor (residuos 158-135). La flecha representa la dirección del transporte y las dos rayas la posición 
en la que se sitúan la doble membrana lipídica. (B) Vista del complejo FhuA-TonB a lo largo del eje 
longitudinal del poro delimitado por las láminas-β. Se muestran detalles de los elementos 
periplasmáticos de la estructura secundaria de FhuA (α-hélice-giro: T1-T10) y TonB (α-hélices: a1, 
a2. Láminas-β: b1, b2, b3). (C) Detalle de la interacción FhuA-TonB. Se representan como átomos 
coloreados los residuos que componen la “caja TonB” (8-18, Átomos de carbono en gris, oxigeno en 
rojo y nitrógeno en azul) (Pawelek et al., 2006). 
 
4.4.2 Transportadores de tipo ABC  
Hasta ahora hemos hablado de los receptores específicos que transportan el hierro-
sideróforo desde el medio extracelular al espacio periplásmico. El hierro-sideróforo aún 
tiene que pasar otra barrera, la membrana citoplasmática, pero para ello usará un 
transportador de tipo ABC (ATP-Binding Cassette). 
Los transportadores de tipo ABC son proteínas integrales de membrana que 
transportan de forma activa y a favor de gradiente una amplia variedad de sustancias, 
participan tanto en procesos de adquisición de nutrientes como en la excreción de toxinas. 




Todas las bacterias expresan dos tipos de transportadores 
ABC, uno de tipo procariota (PK-type) y otro tipo eucariota 
(en las células eucariotas sólo encontramos 
transportadores EK-type). Los transportadores ABC de tipo 
procariota (PK-type) se caracterizan por necesitar proteínas 
extracelulares adicionales que se unen al sustrato, en las 
bacterias Gram-negativas éstas se denominan proteínas 
periplásmicas de unión (Periplasmic Binding Proteins, 
PBPs). La presencia de PBPs, en una u otra cara de la 
membrana, determina la dirección del transporte (Figura 
I.16). Las PBPs contienen dos dominios terminales (con 
cuatro o cinco laminas-β) conectados por α-hélices; estas 
dos regiones delimitan una hendidura que constituye el lugar de reconocimiento del hierro-
sideróforo. La capacidad que muestran estas proteínas para unir y mediar el transporte de 
un amplio rango de sustancias, a menudo de estructura química muy diversa, se explica por 
la plasticidad de su sitio de unión (Figura I.17) (Rohrbach et al., 1995; Clarke et al., 2002). 
Tras la unión con el sustrato éste se transfiere al transportador de tipo ABC propiamente 
dicho. 
Estructuralmente los transportadores de tipo ABC se componen de dos dominios 
transmembrana (Transmembrane Domain, TMD) y dos de unión a nucleótidos (Nucleotide 
Binding Domains, NBDs) (Figura I.16) (Moussatova et al., 2008). Los dominios TMDs se 
integran en la membrana plasmática y delimitan un canal con un número variable (8-20) de 
α-hélices. Los dominios NBDs comunes en todas las proteínas que unen ATP (Dassa & 
Bouige, 2001), son solubles en agua y se asocian con los dominios TMD en una de las caras 
de la membrana citoplasmática. Se encargan de la unión e hidrólisis de ATP proporcionando 
la energía necesaria para que se produzcan los cambios conformacionales en los TMDs y de 
este modo el transporte de la sustancia (Kerr, 2002). 
En los PK-type cada dominio está codificado por un gen propio, necesitándose de dos a 
cuatro genes para formar el transportador final por oligomerización. Estos genes suelen 
 
Figura I.16: Estructura de los 
transportadores de tipo ABC: 
Proteína periplásmica (PBP), 
dominios transmembrana 
(TMD) y dominio catalítico 
(NBD). 




estar agrupados en los cromosomas formando operones cuya expresión controla un 
promotor único (Moussatova et al., 2008). 
 
 
Figura I.17: Sistemas de transporte en E. coli K-12 (Ferguson & 
Deisenhofer, 2004). La menor especificidad de los 
transportadores de tipo ABC hace que a menudo un mismo 
transportador media la internalización de sustancias captadas por 
receptores de membrana externa diferentes. Los receptores de 
membrana externa representados son FhuA, IutA, y FhuE que 
transportan sideróforos de tipo hidroxamato; FepA, Cir, y Fiu, 
que transportan sideróforos de tipo catecol; FecA transporta 
sideróforos de tipo carboxilato como el ferricromo; y BtuB 
transporta vitamina B12. 
 
4.5 Utilización del hierro transportado por sideróforos 
Una vez en el citoplasma el Fe+3 debe ser liberado del complejo hierro-sideróforo. De 
este modo, el metal se almacenará o bien se incorporará al metabolismo de la célula. La 
liberación del hierro permite también la reutilización del sideróforo, ya que una vez 
descargado, éste se secreta de nuevo al medio extracelular. Los mecanismos básicos para 
liberar el metal consisten en la reducción del ión (de Fe+3 a Fe+2) mediante reductasas, o la 
hidrólisis del sideróforo. 
4.5.1 Hierro-reductasas 
Se han identificado reductasas en bacterias, hongos y levaduras: Bacillus spp. 
(Arceneaux & Byers, 1980), Paracoccus (Micrococcus) denitrificans (Tait, 1975), E. coli 
(Fischer et al., 1990), Pseudomonas aeruginosa (Cox, 1980), Legionella pneumophila (Poch & 
Johnson, 1993), Spirillum itersonii (Dailey & Lascelles, 1977), Mycobacterium smegmatis 




(Ratledge, 1971) y Histoplasma capsulatum (Timmerman & Woods, 2001). En todos los casos 
la reacción que catalizan es del tipo:  
Fe+3-sideróforo + NAD(P)H → Fe+2 + sideróforo + NAD(P)+ 
Así se permite la solubilización del hierro en el citoplasma pues los sideróforos tienen 
una baja afinidad por el ión Fe+2 (Figura I.18). De las descritas, sólo encontramos ejemplos de 
reductasas cuya expresión se regule por la concentración intracelular de hierro en levaduras 
como Saccharomyces cerevisiae (Dancis, 1998) y Schizosaccharomyces pombe (Roman et al., 
1993). 
Los estudios de la actividad reductasa realizados en V. anguillarum y especies 
cercanas, como V. vulnificus, han evidenciado diferencias entre especies. En V. anguillarum 
se ha detectado actividad reductasa también asociada a la superficie celular, se han descrito 
diferencias entre serotipos en cuanto a la capacidad de reducir diferentes fuentes de hierro 
y detectado un aumento en su actividad dependiente de la concentración de hierro del 
medio (Mazoy & Lemos, 1996a). Sin embargo, en V. vulnificus se obtuvieron resultados 
dispares: los biotipos I y II expresan sistemas de captación de hierro diferentes pero la 
actividad reductasa es similar, se concentra en citoplasma y periplasma y no depende del 
contenido de hierro del medio (Mazoy et al., 1999). 
Con la utilización de reductasas purificadas se ha demostrado que éstas poseen 
amplios rangos de especificidad en cuanto a sustrato (Arceneaux & Byers, 1980; Fischer et 
al., 1990). Por ejemplo, la reductasa de E. coli fue capaz de reducir todos los hierro-
sideróforos ensayados con independencia de si eran o no utilizables por la bacteria 
(aerobactina, ferricromo, arthrobactina, schizokineno, otros hidroxamatos y análogos de la 
enterobactina como MECAM y MECAMS) (Fischer et al., 1990). La proteína purificada tiene 
un peso molecular de 26 kDa y su actividad se ve estimulada por la riboflavina-5´-fosfato 
(FMN) que actúa como grupo prostético de muchas NADH deshidrogenasas. 
El destino final del Fe+2 liberado es el almacenamiento en bacterioferritinas, la 
incorporación a los anillos de porfirinas por ferroquelatasas (Dailey & Lascelles, 1977) y/o su 
incorporación en apoproteínas. En el proceso de reducción podrían actuar, a modo de 
aceptores de Fe+2, sustancias como el salicilato y el DHBA, lo que hace que la reacción de 
reducción desplace su equilibrio hacia la producción del ión Fe+2 (Figura I.18). Maximizar la 




reacción de reducción es de suma importancia en los casos en que el sideróforo tiene 
potenciales redox muy negativos (incluso inferiores al del NAD(P)H). En estos casos la 
reacción catalizada por las reductasas no es termodinámicamente favorable, aunque 
procesos efectivos de retirada del Fe+2 la hacen posible (Ratledge & Winder, 1962; O'Brien & 
Gibson, 1970; Hancock et al., 1977; Adilakshmi et al., 2000). 
 
 
Figura I.18: Esquema de la liberación por reducción del hierro captado 
por sideróforos. Para que se produzca la reacción es necesaria la 




4.5.2 Esterasas de sideróforos 
En muchos casos la liberación del ión Fe+3 no puede realizarse directamente por medio 
de reductasas pues los sideróforos pueden tener potenciales redox que superan en mucho al 
del NAD(P)H/NAD(P)+. Este es el caso de los sideróforos tridentados como la enterobactina 
que alcanza un potencial redox de -750 mV a pH 7 (el potencial redox del NAD(P)H/NAD(P)+ 
es de -324 mV). En estos casos actúan de modo secuencial una enzima que cataliza la 
degradación intracelular del sideróforo seguido de la acción de reductasas (Figura I.19). La 
degradación se efectúa por hidrólisis de los enlaces éster del sideróforo (Raymond et al., 
2003). Así la esterasa de hierro-enterobactina, Fes, es indispensable para la utilización del 
hierro captado mediante este sistema (Brickman & McIntosh, 1992; Lin et al., 2005). 
Además, homólogos de Fes descritos en Salmonella enterica como IroD e IroE hidrolizan 
salmochelina, un análogo glicosilado de la enterobactina (Lin et al., 2005; Zhu et al., 2005). 
Mientras que otras como CbsH, descrita en Erwinia chrysanthemi, hicroliza chrisobactina 
pero, en este caso, no es esencial para la utilización del hierro (Rauscher et al., 2002). 






Figura I.19: Sitios de corte de las esterasas de enterobactina y chrysobactina (Furrer et al., 
2002; Rauscher et al., 2002). 
5. Aplicaciones del transporte de sideróforos 
El aumento de la presión selectiva derivada de la utilización de antibióticos provoca la 
aparición de cepas resistentes o multi-resistentes llegando en la actualidad a ser un 
problema de primer orden. Esto hace que los esfuerzos encaminados al desarrollo de nuevos 
agentes antimicrobianos sean prioritarios a la hora de tratar las enfermedades que afectan 
tanto a humanos como a animales. Los mecanismos de resistencia a antibióticos suelen ser 
modificaciones en el microorganismo que afectan a la permeabilidad de sus membranas, 
alteraciones en la diana del medicamento, inducción de enzimas de degradación o a la 
acción de bombas transportadoras. 
Uno de los modos de aumentar la eficiencia 
y especificidad de un antibiótico es facilitar su 
internalización en la célula diana. Con este fin se 
ha diseñado la estrategia conocida como “Caballo 
de Troya” (Figura I.20), que consiste en unir un 
fármaco a un compuesto que la célula capte de 
forma activa, con el fin de aprovechar una vía de 
entrada natural para introducir el fármaco y con 
 
Figura I.20. Estructura potencial de un  
sideróforo conjugado con un antibiótico. 
 




ello aumentar su especificidad y su eficiencia. En este sentido los sideróforos pueden ser 
vectores de transporte efectivos pues disponen de una maquinaria potente y específica 
perfectamente acoplada para su recuperación del medio extracelular (Miller et al., 2009). 
De forma natural son numerosas las sustancias que aprovechan los receptores de 
membrana implicados en el transporte de hierro: antibióticos como la albomicina (Ferguson 
et al., 2000), fagos como el T5 (Heller & Schwarz, 1985; Plancon et al., 2002) y bacteriocinas 
como las colicinas o microcinas (Braun et al., 1994; Braun et al., 2002; Patzer et al., 2003;  
Thomas et al., 2004) son ejemplo de ello.  
Las microcinas son pequeños péptidos (≈ 100 aa) antibacterianos secretados por 
ciertas especies de enterobacterias considerados antibióticos de espectro reducido. Las 
microcinas entran en la célula diana a través de receptores relacionados con la captación de 
hierro. Recientemente se han caracterizado modificaciones post-traduccionales que 
producen un incremento en la sensibilidad de la célula diana. La cepa RYC492 de Klebsiella 
pneumoniae produce una microcina de 85 aa (MccE492), que puede sufrir una modificación 
post-traduccional que depende de la producción de enterobactina endógena y de los genes 
mceABCDEFGHIJ. La modificación consiste en la unión de la microcina MccE492 a un trímero 
de DHBA-Ser mediante una β-D-glucosa (Figura I.21), lo que hace que los receptores de 
sideróforos de tipo catecol FepA, Cir y Fiu sirvan como ruta de entrada, aumentando su 
eficiencia 6-8 veces (Thomas et al., 2004; Destoumieux-Garzon et al., 2006). 
 
 
Figura I.21: Estructura de la microcina MccE492m. Consiste en la 
unión de la microcina MccE492 (84 aminoácidos) a un trímero 
lineal de DHBA-Serina (enterobactina linearizada) mediante una β-
D-glucosa. 
 




En la maduración de la MccE492 interviene: una C-glycosyltransferasa (MceC) 
homóloga a IroB; una esterasa que corta la enterobactina y produce trímeros de DHBA-Ser, 
función codificada por mceD; un gen homólogo a iroD y los genes mceI y mceJ (Destoumieux-
Garzon et al., 2006). Los genes iro codifican funciones de síntesis y utilización de 
salmochelina que es un derivado glicosilado de la enterobactina (Crouch et al., 2008). Esto 
evidencia las relaciones que existen entre los genes de síntesis de sideróforos y los procesos 
de maduración de microcinas. 
Este tipo de modificación, consistente en producir un péptido-sideróforo, se produce 
en otras microcinas como MccJ25, MccM y MccH47, en las que al inactivar los genes de 
síntesis de enterobactina se observa un descenso significativo en la producción de este tipo 
de microcinas (Patzer et al., 2003; Azpiroz & Lavina, 2007).  
FhuA, receptor de membrana externa dependiente de TonB, reconoce y transporta 
sideróforos de tipo hidroxamato como el ferricromo, un hexapéptido cíclico compuesto por 
tres δ-N-acetil-L-δ-N-hidroxiornitina y tres residuos de glicina. Cualquier análogo estructural 
del ferricromo que conserve intacta la porción quelante de hierro es reconocido y 
transportado por FhuA. Por el contrario, la alteración estructural de la porción quelante de 
hierro produce la pérdida del reconocimiento específico del receptor. Esto hace que la 
albomicina, análogo estructural del ferricromo, sea un potente antibiótico contra E. coli, con 
una CMI de 5 ng/ml. FhuA es la vía de entrada del ferricromo y análogos como la albomicina, 
pero también sirve como transportador para otros compuestos que no poseen una 
estructura química relacionada con los hidroxamatos, este es el caso de ciertos fagos (T1, T5, 
φ80 y UC-1), la microcina J25, la colicina M y la rifamicina CGP 4832. La rifamicina es un 
antibiótico que difunde a través de la membrana de forma pasiva, mientras que su derivado 
CGP 4832 se transporta activamente a través de FhuA. Estudios de cristalografía 
demostraron que la unión de CGP 4832 al receptor modifica el centro de unión de éste 
permitiendo su transporte. Aunque el transporte de esta sustancia es menos eficiente que el 
del ferricromo o sus análogos, y que no atraviesa la membrana interna a través del 
transportador de tipo ABC asociado a FhuA, el hecho de que atraviese la membrana externa 
mediante un transporte activo hace que su eficiencia aumente unas 200 veces respecto a la 
rifamicina original (Ferguson et al., 2001).  




6. La homeostasis del hierro: regulación génica 
6.1 Mecanismo general de regulación transcripcional: la proteína Fur 
La utilización de un potente sistema de captación de hierro mediado por sideróforos 
implica la necesaria existencia de un sistema de regulación capaz de adecuar la expresión de 
sus genes a los requerimientos fisiológicos. La regulación actúa sobre los procesos de 
biosíntesis y secreción del sideróforo, captación del complejo hierro-sideróforo, y también 
sobre la liberación y el almacenamiento del hierro. 
En las bacterias, la regulación de la homeostasis del hierro se efectúa principalmente a 
nivel transcripcional por reguladores globales sensibles a la concentración de hierro 
intracelular. Los reguladores más importantes pertenecen a la familia de la proteína Fur 
(Ferric uptake regulator) o a la familia de la toxina de la difteria DtxR (Hantke, 2001). 
Mientras Fur es el regulador general en la mayoría de las bacteria Gram-negativas y en las 
Gram-positivas de bajo contenido en GC (e.j. Bacillus spp.), DtxR cumple funciones análogas 
en Gram-positivas con alto contenido GC como Streptomycetes, Micobacterias y 
Corinebacterias. En las bacterias que utilizan Fur como regulador general de la homeostasis 
del hierro se utilizan proteínas de tipo DtxR para regular el transporte de manganeso. 
La estructura de los dominios y centro de unión al hierro es similar en ambas familias 
de reguladores (Pohl et al., 1998; 1999; 2003). El dominio C-terminal está implicado en la 
formación de homodímeros, alberga un sitio de unión a Zn+2 y un sitio regulador de unión a 
Fe+2. En E. coli se ha comprobado que el Zn+2 participa en la dimerización, aunque este sitio 
no está muy conservado en la familia de ortólogos de Fur (Pecqueur et al., 2006). El ión Fe+2 
se une al centro regulador actuando como co-represor, de modo que Fur se ancla a sus sitios 
de unión en el DNA (Bagg & Neilands, 1987). El centro regulador que une Fe+2 está 
compuesto por cinco resíduos de aminoácidos (dos His, dos Asp y una Glu) y una molécula 
de H2O, lo que hace que la disposición del ligando sea en forma de octaedro. 
Con la utilización de un fragmento del gen fur de E. coli como sonda, se rastreó la 
presencia de este gen en una genoteca de V. anguillarum, consiguiéndose aislar y 
caracterizar el gen que codifica esta proteína en esta especie. La secuencia de aminoácidos 
de la proteína Fur de V. anguillarum se corresponde con una proteína de 20 kDa con gran 




homología a las proteínas Fur descritas en V. cholerae y V. vulnificus. El grado de homología 
es menor, aunque sigue siendo elevado, con la proteina Fur de E. coli y Y. pestis. Esta 
divergencia es más evidente en la región C-terminal que interviene en la unión con el hierro. 
Se comprobó la relación entre el gen caracterizado y la regulación dependiente de hierro 
mediante la utilización de una cepa V. anguillarum fur¯ (cepa 775met11) construida a tal 
efecto, cepa en la que se evidenció una total pérdida de regulación dependiente de hierro 
(Tolmasky et al., 1994). 
6.1.1 Mecanismo de acción de Fur 
Fur fue el primer represor de los sistemas de transporte de hierro descrito en E. coli 
(Hantke, 1981). El modo general de acción consiste en la unión de una molécula de Fe+2 al 
monómero Fur. Cuando Fur está cargado con hierro se dimeriza y se une fuertemente a unas 
secuencias presentes en los promotores de ciertos genes que se denominan “cajas Fur”, de 
forma que impide la expresión de los mismos (Figura I.22). Suele tratarse de genes que 
intervienen de algún modo en la homeostasis del hierro, asegurándose así la cantidad 
suficiente del metal y evitando que su concentración llegue a ser tóxica. Aparte de actuar 
como represor, la acción de Fur cargado con Fe+2 puede tener otros efectos. Se han descrito 
casos en los que Fur promueve directa o indirectamente la expresión de determinados 
genes, por ejemplo el RNAα del plásmido pJM1 de V. anguillarum (Chen & Crosa, 1996). 
 
 
Figura I.22: Mecanismo general de represión por Fur. 
 
Además del mecanismo general descrito, en Helicobacter pylori Fur se une también al 
DNA sin estar cargado de hierro (condiciones de déficit de hierro) reprimiendo genes 
implicados en el almacenamiento de hierro (Delany et al., 2001). Por último, la proteína Irr 
de B. japonicum (proteína de la familia Fur) puede también anclarse a su secuencia diana sin 





Figura I.23: Estructuras 
propuestas para la caja Fur. 
(A) Secuencia palindrómica de 
19 pb. (B y C) Hexámero 
GATAAT en diferentes 
estructuras.  
 
estar unida a hierro, promoviendo la expresión génica en unos casos y reprimiendola en 
otros (Yang et al., 2006). 
6.1.2 La caja Fur 
La proteína Fur se une al DNA en una región operadora 
conocida como caja Fur que se localiza entre las posiciones    
-10 y -35 de los promotores de genes regulados por hierro. 
Aunque existe controversia en cuanto a su estructura, se 
trata de una secuencia palindrómica de 19 pb (secuencia 
consenso de E. coli GATAATGATAATCATTATC) (de Lorenzo et 
al., 1987). Aunque la secuencia de 19 pb es totalmente 
operativa (Calderwood & Mekalanos, 1988), es difícil explicar 
la tendencia de Fur a polimerizar sobre la doble hélice de 
DNA. Para explicar esta cuestión se han sucedido diversos modelos: Unos ven la caja Fur 
como la repetición del hexámero GATAAT al menos tres veces, siguiendo la estructura 6-6-1-
6, con la que interaccionan un mínimo de tres dímeros de Fur (Escolar et al., 1998; 1999). El 
modelo de hexámeros podría estar también constituido por tres hexámeros consecutivos en 
la misma orientación (F-F-F) o dos en la misma orientación y el último invertido (F-F-R) 
(Lavrrar & McIntosh, 2003). Otros proponen que la caja Fur está formada por el mismo 
motivo (GATAAT) pero siguiendo una estructura (7-1-7)2 basada en heptámeros 
superpuestos que forman una secuencia de 21 pb (Figura I.23) (Baichoo & Helmann, 2002).  
Actualmente la caja Fur se define como al menos tres repeticiones adyacentes del 
hexámero NAT(A/T)AT. En un mismo promotor se pueden encontrar varias cajas Fur. Así el 
promotor del operón de la aerobactina de E. coli une Fur eficientemente en una región de 
unas 100 pb que contiene repeticiones degeneradas del hexámero GATAAT (Escolar et al., 
2000). 
Recientemente se ha estimado la caja Fur consenso del género Vibrio a partir de los 
genomas disponibles en las bases de datos. La caja Fur consenso sería la secuencia de 19 pb 
5'-AATGANAATNATTNTCATT-3'. En cada uno de los genomas analizados este motivo de 




union a Fur se encuentra asociado a unos 50-61 genes y 16-20 operones (Ahmad et al., 
2008). 
6.2 Otros procesos de regulación 
En la regulación de la homeostasis del hierro, además de la regulación global por 
represión ejercida por Fur/DtxR, intervienen otros procesos de regulación transcripcional 
con un espectro de actuación más reducido. Generalmente estas piezas accesorias actúan 
como activadores y suelen ser sensibles directa o indirectamente a la presencia de hierro-
sideróforo. Estos reguladores se pueden agrupar como: (1) factores sigma ECF 
(extracytoplasmic function (ECF) sigma factor), (2) sistemas de transducción de señal de dos 
componentes, (3) reguladores tipo AraC, (4) LysR y (5) regulación post-transcripcional. 
Habitualmente todos estos componentes de regulación específicos están a su vez regulados 
por Fur. 
Factores sigma ECF: FecI de E. coli es un factor sigma ECF sensible a la concentración 
extra-citoplasmática de citrato férrico que activa la expresión de los genes responsables del 
transporte del citrato férrico (fecABCDE). La unión de citrato férrico a FecA activa la 
transducción de señal a través de la membrana externa, el extremo N-terminal de FecA 
contacta con el extremo C-terminal de FecR, proteína de la membrana citoplasmática que 
transduce la señal al interior celular y activa FecI. FecI promueve la unión de la RNA 
polimerasa al promotor de fecABCDE activando así la transcripción de estos genes (Enz et al., 
2000). Se han descrito sistemas homólogos en Pseudomonas putida y P. aeruginosa 
sensibles a los sideróforos pseudobactina y pioverdina respectivamente (Braun et al., 
2003b). 
Sistemas de transducción de señal de dos componentes. Un ejemplo es el 
sistema PfeR-PfeS de P. aeruginosa, que es sensible a la hierro-enterobactina periplásmica y 
activa la expresión del receptor de enterobactina (PfeA) (Dean et al., 1996). 
Reguladores de la familia AraC. Los miembros de esta familia contienen dominios 
de unión al DNA tipo AraC y estructuralmente están compuestos por dos motivos Hélice-
Vuelta-Hélice (HTH) y varios dominios de unión al efector, por ejemplo un hierro-sideróforo 
(Gallegos et al., 1997). El efecto regulador se ejerce promoviendo la transcripción al 




interaccionar directamente con la RNA polimerasa. Estos mecanismos son sensibles a la 
presencia de hierro-sideróforo intracelular asegurando una regulación fina tanto de la 
biosíntesis como de los genes de transporte y utilización. PchR de P. aeruginosa, el primer 
miembro descrito de esta clase de reguladores, induce en presencia de hierro-pioquelina la 
expresión de los genes de biosíntesis de pioquelina (pchDCBA) y su receptor (ftpA) (Michel et 
al., 2005). 
Reguladores de tipo LysR. Los reguladores transcripcionales de tipo LysR (Familia 
LTTRs) son los más abundantes en el reino procariota, controlando la expresión de genes 
implicados en una gran variedad de procesos celulares. Ejercen su función como activadores 
transcripcionales promoviendo la expresión de su gen diana en presencia de un coinductor a 
la vez que reprimen su propia expresión. Habitualmente ejercen su efecto regulador sobre 
genes adyacentes que se transcriben junto a ellos a partir de promotores divergentes (Figura 
I.24), aunque se han descrito ejemplos en los que sus genes diana se sitúan en zonas más 
alejadas. Los miembros de esta familia se caracterizan por tener en el extremo N-terminal 
una estructura de unión a DNA Hélice-Vuelta-Hélice y en su extremo C-terminal un dominio 
de unión al coinductor (Schell, 1993).  
 
Figura I.24: Representación esquemática del modelo clásico de acción de los 
reguladores de la familia LysR (Maddocks & Oyston, 2008). El gen lysR 
sólo se expresa cuando su producto, LysR, se disocia de su propio promotor. 
Una vez unido al coinductor, se ancla a secuencias conservadas presentes en 
el promotor del gen diana promoviendo la expresión de éste. 
 
Regulación post-transcripcional. Existen también procesos de regulación que 
actúan a nivel post-transcripcional que se basan en dos mecanismos básicos: existencia de 
RNA antisentido y proteínas que interaccionan con el RNAm. En numerosas bacterias, 
pequeños RNA antisentido se unen a sus RNAm diana promoviendo su degradación, estando 




su expresión a menudo regulada por Fur. Ejemplos de estos mecanismos son RhyB de las 
enterobacterias (Masse et al., 2003), PrrF1/PrrF2 de P. aeruginosa (Wilderman et al., 2004), 
y los RNAα/β del plásmido de virulencia pJM1 de V. anguillarum del que hablaremos en el 
siguiente apartado (Crosa, 1997). 
7. Mecanismos de asimilación de hierro basados en sideróforos en 
V. anguillarum  
7.1 El plásmido pJM1 y el sistema de la anguibactina 
En la mayoría de las cepas patógenas la capacidad de captar hierro del hospedador es 
esencial para el desarrollo de la infección. Crosa et al. (1977) revelaron que aquellas cepas 
de V. anguillarum clasificadas como altamente virulentas portaban plásmidos grandes con 
un tamaño aproximado de 50 MDa. Uno de ellos, denominado pJM1, codificaba un potente 
sistema de captación de hierro cuya pérdida o inactivación provocaba un descenso 
significativo de la patogenicidad (Crosa et al., 1980; Wolf & Crosa, 1986). El plásmido pJM1 
de 65 kb contiene los genes de síntesis y transporte del sideróforo de tipo catecol 
anguibactina (Figura I.25), y está presente en la mayoría de las cepas patógenas del serotipo 
O1 (Crosa et al., 1980;  Tolmasky et al., 1985). Sin embargo existe cierta variabilidad entre 
los  plásmidos considerados de tipo pJM1. Aunque todos muestran gran similitud entre ellos, 
confieren la capacidad de sintetizar anguibactina y exclusivamente las cepas que los portan 
expresan el receptor de membrana OM2 de 86 kDa, suele haber cierta variabilidad en su 
tamaño (Tolmasky et al., 1985). Por ejemplo, el plásmido de tipo pJM1 denominado pEIB1 
tiene un tamaño de 66 kb y se diferencia del resto de plásmidos de tipo pJM1 en la 
disposición de ciertos elementos móviles (Wu et al., 2003). 
7.1.1 Biosíntesis del sideróforo anguibactina 
La síntesis de anguibactina se viene estudiando desde finales de los años 70; a pesar de 
ello todavía quedan numerosos interrogantes por aclarar. Es un sideróforo de tipo mixto 
cuya formula química se corresponde con C15H16N404S y un peso molecular de 348, está 
compuesto por DHBA-Cisteina-Histamina y posee dos grupos de unión a hierro, uno tipo 
 
 
catecol y otro hidroxamato (Figura I.
sideróforo de estructura conocida
participación de genes todavía sin caracterizar, pues el estudio de otros sideróforo
tipo hace posible prever la participación de determinadas funciones
En el modelo actual de síntesis de anguibactina 
conversión de corismato en DHBA participan ho
coli pues, aunque numerosas cepas virulentas tie
conversión de isocorismato en 2,3
o de estar presentes son pseudogenes
activa el DHBA recién sintetizado y lo
de AngG. Dependiendo de la cepa, el dominio ArCP se transcribe en un 
angG, o se puede transcribir junto a 
2000). AngR activa una cisteína 
un dipéptido DHBA-cisteína. AngN
de tiazolina, mientras AngA y AngU
(Tolmasky & Crosa, 1995). Finalmente se produce un ataque nucl
8) (Actis et al., 1986). Gracias a que se trata de un 
, se ha elaborado una ruta de biosíntesis presuponiendo la 
 (Figura I.2
(Figura I.26) se considera que 
mólogos cromosómicos de 
nen en el plásmido un gen 
-dihidro-3,3-DHBA, el plásmido carece del resto de genes
. AngE, enzima no caracterizada hasta el momento,
 carga en el grupo 4´fosfopanteteinil del dominio ArCP 
angB formando un único gen (angB
y AngM cataliza la unión entre DHBA y cisteína
 es la encargada de ciclar la cisteína para formar un anillo 
 modifican una histidina para formar N
eofílico 
I. Introducción  
 
45 
s de este 
5).  
en la 
entA, B y C de E. 
angB/G para la 
, 
 
orf propio, como 












ul) de la ang
lásmido pJM















histamina a la DHBA-cisteína anclada al dominio PCP de AngM y se libera la anguibactina 
final (DHBA-Cisteína-Histamina) (Crosa & Walsh, 2002). En el proceso de liberación podría 
intervenir AngT, la única tioesterasa identificada del sistema, si bien cuando esta proteína no 




Figura I.26: Modelo de síntesis de anguibactina. Se muestra las proteínas que participan junto a sus 
estructuras de dominios (Di Lorenzo et al., 2003). 
7.1.2 Transporte de anguibactina 
La captación de la hierro-anguibactina se realiza a través de un sistema específico de 
transporte (Tolmasky et al., 1988). Este sistema está compuesto por el receptor de 
membrana externa FatA, una proteina de 86 kDa, que une hierro-anguibactina y la 
transporta hasta el periplasma (Crosa & Hodges, 1981). Esta fase del transporte es 
dependiente de la energía suministrada por el sistema TonB2 (Stork et al., 2004). 
El siguiente paso es atravesar la membrana celular, FatB, C y D forman el transportador 
de tipo ABC necesario para que el hierro-sideróforo pase desde el periplasma al citoplasma. 
La anguibactina se une a la proteína periplásmica FatB (Actis et al., 1995), tras esta unión 
FatC y FatD catalizan el proceso de internalización (Koster et al., 1991). Es importante 
destacar que los genes fatA, B, C y D forman junto a los genes de biosíntesis angR y angT un 
operón denominado ITBO (Iron Transport and Biosynthesis Operon) (figura I.25 y I.27). 





La anguibactina sólo se produce bajo condiciones de déficit de hierro al igual que los 
transportadores FatA y FatB, aunque éstos tienen una regulación más compleja (Tolmasky & 
Crosa, 1991; Crosa, 1997). La regulación se ejerce mayoritariamente por represión mediante 
el regulador general cromosómico Fur y por los RNAs antisentido RNAα y RNAβ codificados 
en el plásmido. También intervienen procesos de activación mediados por AngR y la región 
TAF, ambos presentes en el plásmido pJM1 (Chen & Crosa, 1996). Además se ha constatado 
cómo la propia anguibactina promueve la expresión de genes relacionados con su transporte 
y biosíntesis. 
Cuando la concentración de hierro aumenta, Fur reprime la expresión de todo el 
sistema de tal manera que en un mutante Furˉ la expresión de los genes del sistema de la 
anguibactina se vuelve constitutiva (Tolmasky et al., 1994). Sin embargo, en presencia de 
hierro Fur tiene un efecto activador sobre la producción de RNA α, que interviene junto a Fur 
en la represión del operón ITBO (Figura I.27) (Chen & Crosa, 1996).  
Cuando se comparan los niveles de expresión de los genes de transporte (fat) y los de 
síntesis, angR y T, contenidos en el operon ITBO, se observa una proporción de 50 a 1. Esta 
diferencia se debe a la acción del RNA antisentido β (RNAβ) que se une a la región 
intergénica fatA-angR provocando la terminación prematura de la transcripción en este 
punto (Stork et al., 2007a) (Figura I.27). 
 
 
Figura I.27: Factores de regulación que intervienen en la regulación del operón ITBO, 
que codifica el sistema de biosíntesis y transporte de anguibactina (Stork et al., 2002). 




Por otro lado, AngR desempeña un papel determinante tanto en la biosíntesis como 
en la regulación al ser uno de los activadores necesarios para alcanzar niveles altos de 
expresión tanto de genes de transporte como de síntesis (Crosa, 1997). Un V. anguillarum 
angR¯ muestra unos niveles de expresión tanto del operón ITBO como de angM y angN 
significativamente bajos. Otro factor determinante en la producción de anguibactina es la 
región TAFr, una región no muy bien acotada que contiene dos zonas que se postulan como 
dianas de unión de AngR (Chen & Crosa, 1996). 
7.2 Existencia de un sideróforo alternativo en las cepas de V. anguillarum 
carentes del pásmido pJM1 
Como se describe en el apartado anterior, el primer sistema de captación de hierro 
mediado por sideróforos descrito en V. anguillarum, y sin duda el más estudiado, es la 
anguibactina, sideróforo de tipo catecol producido exclusivamente por cepas del serotipo O1 
que portan el plásmido pJM1. Aunque el plásmido codifica tanto genes de síntesis como de 
transporte, en el modelo de la anguibactina se considera que participan genes 
cromosómicos en la síntesis y activación del DHBA, centro funcional de los catecoles (Crosa 
& Walsh, 2002; Stork et al., 2002). Sin embargo se han aislado cepas altamente virulentas 
del serotipo O1 y del O2 que, sin portar plásmidos grandes del tipo pJM1, producen un 
sideróforo distinto a la anguibactina que se denominó vancrobactina. Las cepas productoras 
de vancrobactina, y no las que producen anguibactina, promueven el crecimiento de la cepa 
H775-3 curada del pJM1; de la cepa 775::Tn1-5, que posee el receptor de anguibactina 
inactivado, y de la cepa enb-1 de Salmonella enterica que sólo utiliza enterobactina como 
fuente de hierro. Además, tienen un patrón de proteínas de membrana externa reguladas 
por hierro iguales entre sí y totalmente diferente al de las cepas productoras de 
anguibactina. La capacidad de producir sideróforos no está restringida a cepas de los 
serotipos O1 y O2, también se han descrito cepas del serotipo O3 que producen un 
sideróforo de tipo catecol, aunque en este caso existe cierta heterogeneidad (Muiño et al., 
2001). Por tanto, la vancrobactina es un sideróforo nuevo de tipo catecol de estructura 
desconocida, codificado por genes cromosómicos y con actividad biológica estrechamente 
relacionada con la enterobactina de E. coli. Por todo lo expuesto, la vancrobactina constituye 




un sistema de captación de hierro cromosómico completamente independiente del sistema 
plasmídico (Lemos et al., 1988; Conchas et al., 1991). El objeto central de esta tesis será 
caracterizar este nuevo sideróforo e identificar los genes implicados en su síntesis, 























En la realización de este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
(1) Caracterizar los genes que codifican el sistema de asimilación de hierro mediante el 
sideróforo de tipo catecol vancrobactina y describir la ruta de biosíntesis y 
transporte. 
 
(2) Determinar la estructura química de la vancrobactina. 
 
(3) Evaluar la utilidad del mecanismo de transporte de hierro-vancrobactina como ruta 
de entrada para nuevos antimicrobianos desarrollados mediante la estrategia del 













III. Material y Métodos 
  




1. Cepas bacterianas, plásmidos y medios de cultivo 
Las cepas y plásmidos utilizados en este trabajo, así como sus derivados, se muestran 
en la Tabla III.1. En general los vibrios se cultivaron en el medio agar/caldo de soja triptona 
de Difco a 25 °C suplementado con 1% de NaCl (TSA-1 y TSB-1 respectivamente). Las cepas 
de E. coli se cultivaron en medio Lurina Bertani (LB) (Pronadisa) suplementado con el 
antibiótico adecuado. Tanto las cepas utilizadas como sus derivados se conservaron a -80 °C 
en LB líquido con un 20% de glicerol.  
En las pruebas de crecimiento se utilizó el medio mínimo CM9 con la siguiente 
composición (Lemos et al., 1988): Sales M9 (Na2PO4H 6 g/l; KPO4H2 3 g/l; NaCl 5 g/l; NH4Cl 10 
mg/l); glucosa 0,25%; casaminoácidos 0,2%; CaCl2 0,01 mM y MgSO4 0,1 mM. 
Los antibióticos se utilizaron a unas concentraciones finales de: Ampicilina (Amp) 50 
μg/ml (disolución stock 50 mg/ml en agua); Kanamicina (Kan) 50 μg/ml (disolución stock 50 
mg/ml en agua); Gentamicina (Gm) 10 μg/ml (disolución stock 10 mg/ml en agua); 
Rifampicina (Rif) 50 μg/ml (disolución stock 25 mg/ml en DMSO). Las disoluciones de 
antibióticos se esterilizaron mediante filtración utilizando filtros de 0,2 μm y se guardaron a  
-20 °C. 
De forma clásica, en el estudio de la producción de sideróforos producidos por V. 
anguillarum, se ha utilizado como cepa modelo la cepa 775 (serotipo O1). Para la realización 
de este trabajo se ha seleccionado, de entre las cepas productoras de vancrobactina, la cepa 
RV22 como cepa modelo (serotipo O2). Esta cepa fue aislada de un brote de vibriosis que 












Tabla III. 1: Cepas y plásmidos utilizados en este trabajo. 
  
Característica(s) relevante(s) Referencia
RV22 Serotipo O2, cepa aislada de rodaballo enfermo (España) (Toranzo et al. , 1987) 
(Lemos et al. , 1988) 
775met11 Serotipo O1, cepa defectiva en la proteina Fur (Tolmasky et al. , 1994) 
MB3 RV22 ∆vabE Este trabajo
MB6 RV22 ∆vabS Este trabajo
MB10 RV22 ∆vabC Este trabajo
MB11 RV22 ∆vabB Este trabajo
MB12 RV22 ∆vabA Este trabajo
MB14 RV22 ∆vabF Este trabajo
MB19 RV22 ∆vabH Este trabajo
MB53 RV22 ∆vabR Este trabajo
MB54 RV22 ∆vabG Este trabajo
MB67 RV22 ∆vabD Este trabajo
MB70 RV22 ∆orf13 Este trabajo
MB84 RV22 ∆fvtA Este trabajo
MB90 RV22 ∆fvtA ∆orf13 Este trabajo
MB102 RV22 ∆vabB ∆fvtA Este trabajo
MB104 RV22 ∆vabB ∆orf13 Este trabajo
MB107 RV22 ∆vabB ∆fvtA ∆orf13 Este trabajo
DH5α supE4 ∆lacU169 (Φ80 lacZ∆M15) hsd R17 recA1 endA1  gyrA96 thi-1 
relA1
Colección del laboratorio
S17-1-λpir recA, thi, pro, hsdR-M+RP4: 2-Tc:Mu: Km Tn7 λpir, TpR SmR (Herrero et al. , 1990)
XL1-Blue MR ∆(mcrA )183∆(mcrCB-hsdSmr-mrr )173 endA1 supE44 thi-1 recA1 
gyrA96 relA1 lac
Stratagene
H1717 araD139 rpsL150 D(argF-lac) relA1 U169 flbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR 
aroB fhuF  : : λplacMu
(Hantke, 1987) 
enb -1 Mutante de biosíntesis de enterobactina, utiliza enterobactina como 
fuente de hierro
(Pollack et al. , 1970)
enb -7 Mutante de biosíntesis de enterobactina, utiliza enterobactina y 
DHBA como fuente de hierro
(Pollack et al. , 1970)
pGEM-T Easy Vector de clonación de productos de PCR, AmpR Promega
pT7-7 Vector de clonación, AmpR (Tabor &Richardson, 1985) 
pWKS30 Vector de clonación de bajo nº de copia, AmpR (Wang & Kushner, 1991)
pNidKan Plásmido suicida, derivado de pCVD442, pir , KanR (Mouriño et al. , 2004)
pHRP309 Vector de clonación de bajo nº de copia, GmR (Parales & Harwood, 1993)
SuperCos1 Vector cosmídico, ApR, NeoR Stratagene
MBcos69 Cósmido que contiene vabD Este trabajo
MBcos167 Cósmido que contiene orf13 Este trabajo
pMB11 pHRP309 con la fusión fvtA::lacZ Este trabajo
pMB12 pHRP309 con la fusión vabH::lacZ Este trabajo
pMB13 Gen y promotor de vabA  clonado en pHRP309, GmR Este trabajo
pMB14 Gen y promotor de vabC  clonado en  pHRP309, GmR Este trabajo
pMB15 Gen y promotor de vabF  clonado en  pHRP309, GmR Este trabajo
pMB16 Gen y promotor de vabH  clonado en  pHRP309, GmR Este trabajo
pMB19 pHRP309 con la fusión vabA::lacZ Este trabajo
pMB20 pHRP309 con la fusión vabC::lacZ Este trabajo
pMB33 pHRP309 con la fusión vabG::lacZ Este trabajo
pMB34 pHRP309 con la fusión vabR::lacZ Este trabajo
pMB54 Gen y promotor de fvtA clonado en  pHRP309, GmR Este trabajo
Cepa/Plásmido
V. anguillarum  
E. coli 
Salmonella enterica serovar Typhimurium
Plásmidos




2. Purificación de DNA 
Los protocolos básicos de manipulación de DNA se realizaron como se describen en 
Sambrok & Russell (2001). Las extracciones de DNA genómico se efectuaron con el Easy-DNA 
kit (Invitrogen); para la purificación rutinaria de cósmidos, plásmidos y limpieza de 
restricciones y productos de PCR se utilizaron kits de Qiagen: QIAfilter™ Plasmid Midi Kit, 
QIAprep® Spin Miniprep Kit, QIAquick® PCP Purification Kit y QIAquick® Gel Extraction Kit. 
3. PCR y PCR Inversa (I-PCR) 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 1 U de Taq polimerasa (BioTaq, Bioline) 
200 µM de cada dNTP y una concentración final de 2 mM de MgCl2. Dependiendo de la Tm 
de cada pareja de cebadores, las temperaturas de hibridación oscilaron entre 55 y 60 °C. Los 
tiempos de elongación utilizados se seleccionaron en función del tamaño esperado del 
amplicón (1 min kb-1). 
Al contario de una PCR convencional, en la PCR inversa (I-PCR) los cebadores que 
flanquean la región conocida están orientados hacia los extremos de dicha región (figura 
III.1). La amplificación se realiza sobre una autoligación obtenida al digerir una extracción de 
DNA genómico con una enzima de restricción determinada y proceder a realizar, con el 
producto de la digestión, una reacción de ligación. De este modo, si la diana de restricción, 
que no puede cortar en la región conocida, corta a una distancia apropiada, podemos 
amplificar por PCR las regiones que flanquean la región conocida de partida para después 
secuenciarlas y avanzar en la obtención de secuencias. En las reacciones de I-PCR se utilizó 
Expand Long Template PCR de Roche según las instrucciones del fabricante. Al no conocer de 
antemano el tamaño del producto de PCR, se utilizó el tampón suministrado por el kit nº 2, 
que está optimizado para amplificar tamaños de hasta 12 kb. En la preparación del molde se 
procedió del siguiente modo: las reacciones de digestión contenían aproximadamente 2 μg 
de DNA genómico y 1 U de enzima en un volumen final de 50 μl, que se incubaron un 
mínimo de 6 h a la temperatura óptima. Las reacciones se limpiaron con el QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen) para eliminar los restos de enzima y tampón, y se resuspendieron en 




25 μl de H2O. Se utilizaron estos 25 μl de cada una de las reacciones de digestión como 
molde para la reacción de autoligación con 1 U de T4-DNA ligasa (Fermentas); 5 μl de 
tampón de reacción; 5 μl de PEG 4000 al 50% y agua hasta un volumen final de 50 μl. La 
reacción se incubó a 4 °C durante toda la noche y se inactivó a 65 °C durante 10 min. 
Finalmente se utilizaron entre 2 y 3 μl de DNA religado como molde para la reacción de I-
PCR.  
En todos los casos se incluyeron controles negativos para garantizar la ausencia de 
DNA en los componentes de PCR utilizados y, cuando fue posible, se incluyeron también 
controles positivos para asegurar que las condiciones empleadas eran las adecuadas y 
descartar falsos negativos. Todas las reacciones de amplificación descritas en este estudio se 
realizaron en un termociclador T-Gradient (Biometra). 
Figura III.1: Esquema de la PCR-Inversa utilizada para amplificar y 
secuenciar las regiones adyacentes a una secuencia previamente 
caracterizada. Tras el corte del DNA genómico con un enzima de 
restricción (E), los fragmentos obtenidos se autoligaron y sirvieron como 
molde en una reacción de amplificación con cebadores orientados hacia los 
extremos 5’ y 3’. Como resultado final, se obtiene un fragmento de DNA 
delimitado por la secuencia de partida, a partir de la cual se puede 









Paso 1. Digestión del DNA genómico con un enzima de restricción y autoligación del DNA digerido. 
 
E 
Paso 2. El DNA religado se utiliza como molde para una reacción de amplificación por PCR, con 
cebadores diseñados a partir de los extremos de la secuencia conocida 
Cebador 1 
Cebador 2 
  E E ? ? 
E 
  
? ? Secuenciación 




4. Clonación de fragmentos de DNA 
Para las reacciones de clonación se utilizaron fragmentos de DNA de dos tipos: (i) 
productos de PCR y (ii) fragmentos derivados de la digestión con enzimas de restricción. Para 
clonar productos de PCR se utilizó el pGEM-T-Easy Vector System (Promega) (Figura III.2). 
Previamente a su clonación, las reacciones de PCR se limpiaron con el QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen) o bien, en el caso de obtener múltiples fragmentos de amplificación, 
los fragmentos de interés se purificaron con el QIAquick Gel extraction kit (Qiagen) tras su 
separación electroforética en geles de agarosa. La relación molar inserto/vector utilizada en 
la reacción de ligación fue 3:1, con 1 U del enzima T4-DNA ligasa incubando durante 1 h a 
temperatura ambiente. Las reacciones se utilizaron para transformar células competentes de 
E. coli DH5α. Las colonias positivas para la reacción de clonación se seleccionaron a partir de 
placas de LB con Ampicilina (50 μg/ml), IPTG (0,5 mM) y X-gal (40 μg/ml). Las colonias de 
coloración blanca se reaislaron para su confirmación. Se purificó el plásmido y, tras su 
digestión con EcoRI, el tamaño del fragmento clonado se analizó por electroforesis en gel de 




Figura III.2: Mapa del plásmido pGEM-T-Easy (Promega). Este vector está diseñado para 
la clonación de productos de PCR. 
 




En la clonación de fragmentos de DNA no obtenidos por PCR se siguió la misma 
relación inserto/vector especificada para el caso anterior. Las reacciones de ligación se 
diseñaron para un volumen final de 20 μl con 1 U de T4-DNA ligasa y 2 μl de tampón de 
reacción 10X (Fermentas). En el caso de fragmentos con extremos romos, las reacciones se 
diseñaron para un volumen final de 20 μl con 1 U de T4-DNA ligasa (Fermentas), 2 μl tampón 
de reacción 10X (Fermentas) y 2 μl de PEG 4000 al 50%. En cualquier caso, todas las 
reacciones se incubaron a 4 °C durante toda la noche y se inactivaron a 65 °C durante 10 min 
previamente a su introducción en la cepa de E. coli correspondiente. Los clones 
recombinantes se seleccionaron en base al marcador de resistencia codificado por el vector 
(Figura III.3) y se confirmaron por digestión con endonucleasas de restricción y electroforesis 











5. Transformación de plásmidos en E. coli 
Transformación por choque térmico: Previamente al proceso de transformación, las 
células se hicieron “competentes” a la incorporación de DNA exógeno según el siguiente 
protocolo (Sambrook & Rusell, 2001): a partir de una colonia aislada de la cepa de E. coli 
 
Figura III.3: Mapa de restricción de los principales vectores de clonación utilizados en este 
trabajo. Todos ellos se caracterizan por llevar genes que confieren resistencia específica a uno o 
más antibióticos, de modo que los clones recombinantes puedan ser fácilmente aislados a partir 



























































correspondiente, se inoculó 1 ml de medio LB que se incubó a 37 °C durante toda la noche. A 
continuación, se utilizaron 500 μl de este cultivo para inocular 50 ml de medio nuevo que se 
incubó hasta alcanzar una densidad óptica (DO600) entre 0,3 y 0,4. Las células se recogieron 
por centrifugación a 4.000 rpm/10 min (4 °C) y se resuspendieron en 10 ml de CaCl2 0,1 M 
manteniéndolas en hielo. Tras incubar en frío durante 30 min se centrifugó a 4.000 rpm /10 
min. Finalmente el precipitado se resuspendió en 750 μl de CaCl2 0,1 M y 750 μl de glicerol al 
50%. La suspensión final se repartió en alícuotas de 100 μl que se guardaron a -80 °C. 
Para la transformación se mezclaron 10-20 ng de DNA plasmídico con 100 μl de células 
competentes y se mantuvo en hielo durante 30 min. A continuación, para aumentar la 
eficiencia del proceso, la mezcla se incubó a 42 °C durante 1 min e inmediatamente se 
transfirió a hielo en donde se mantuvo otros 2 min. Por último se añadió 1 ml de medio LB y 
se incubó durante 1 h a 37 °C en agitación. La selección de las colonias recombinantes se 
hizo mediante siembra en placas de LB suplementadas con los antibióticos apropiados según 
la resistencia conferida por el plásmido. 
Electroporación: Para la obtención de células electrocompetentes se partió de 500 ml 
de un cultivo de la cepa de E. coli en medio LB, incubado a 37 °C hasta alcanzar una DO600 
entre 0,2 y 0,4. Tras centrifugar a 5.000 rpm/10 min (4 °C), las células se resuspendieron, en 
dos ocasiones, en 100 ml de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore) estéril y previamente 
enfriada en hielo. Tras una nueva centrifugación, el sedimento se resuspendió en 10 ml de 
glicerol al 10%. Finalmente, esta suspensión se centrifugó a 5.000 rpm/10 min (4 °C) y las 
células se resuspendieron en 1 ml de glicerol al 10%. La suspensión final se repartió en 
alícuotas de 40 μl que se guardaron a -80 °C. 
La transformación de la cepa de E. coli con DNA exógeno se llevó a cabo en un 
electroporador Gene Pulser (Bio-Rad) estableciendo los siguientes parámetros: 2,5 kV de 
voltaje, la resistencia a 200, 25 μF de capacitancia en un pulso de 5 ms de duración. 
Por último se añadió 1 ml de medio LB y se incubó en agitación durante 1 h a 37 °C. La 
selección de las colonias recombinantes se hizo mediante siembra en placas de LB 
suplementadas con los antibióticos apropiados según la resistencia conferida por el 
plásmido. 




6. Secuenciación y herramientas de bioinformática 
El método de secuenciación empleado en el presente trabajo fue el de terminación de 
cadena o dideoxi utilizando para ello el kit comercial GenomeLab DTCS quick start kit y un 
secuenciador CEQ 8000 DNA (Beckman Coulter). Tanto las reacciones de secuenciación 
como la limpieza de las mismas se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
molde utilizado en las reacciones fueron plásmidos, cósmidos o productos de PCR. En este 
último caso para eliminar los restos de cebadores, nucleótidos y sales, los productos de 
amplificación se purificaron con el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) o con el QIAquick 
gel extraction kit (Qiagen) si se purificaban bandas recortadas de geles de agarosa. 
Para el análisis de las secuencias obtenidas, mapas de restricción y detección de 
posibles genes (ORFs) se emplearon los programas BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 
1999) y Vector NTI versión 10.3.0 (Invitrogen). Para el análisis de homologías, tanto de 
secuencia de nucleótidos como de aminoácidos, se utilizaron los algoritmos FASTA3 y BLAST 
de las bases de datos EMBL y NCBI respectivamente. Para el análisis de dominios proteicos 
conservados se consultó la base de datos PFam del instituto Sanger (Protein families 
database of alignments and HMMs (http://pfam.sanger.ac.uk/) (Bateman et al., 2004). La 
aplicación Virtual Footprint Promoter Matches de la base de datos PRODORIC Release 8.1 
(http://prodoric.tu-bs.de/) se utilizó para identificar posibles regiones operadoras. Para la 
localización de estructuras secundarias en los RNA mensajeros se utilizó MFOLD (3.1.2) 
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html). Por último para la 
predicción de motivos transmembrana en la secuencia de aminoácidos se empleó el 
programa HMMTOP version 2.0 (Tusnady & Simon, 2001). 
El número de acceso EMBL para la secuencia de V. anguillarum descrita en el presente 
trabajo es AM168450. 
  




7. Reconstrucción filogenética de los dominios de adenilación 
De las bases de datos UniProt/TrEMBL/Swiss-Prot, se recopilaron un total de 410 
secuencias de aminoácidos de dominios de adenilación (Boeckmann et al., 2003; Apweiler et 
al., 2004). Usando el programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994), las secuencias se 
alinearon junto a los dominios de adenilación presentes en VabE y VabF. El alineamiento 
obtenido se visualizó y, cuando fue necesario, se ajustó manualmente. La reconstrucción 
filogenética se realizó con la región comprendida entre las posiciones 190-331, que 
constituye el sitio de unión a ligando (substrate binding pocket) (Stachelhaus et al., 1999), 
gracias a los módulos SEQBOOT, PROTDIST, NEIGHBOR y CONSENSE del paquete PHYLIP 4.0 
(Felsenstein, 1996). Para calcular el soporte estadístico de las ramas, se realizaron 1000 
réplicas utilizando el método de aleatorización Bootstrap. El árbol obtenido con las 410 
secuencias iniciales, se utilizó para seleccionar 56 secuencias de aminoácidos que se 
agrupaban junto a nuestras secuencias de trabajo y de las que obtuvimos información del 
sustrato que utilizaban. Estas secuencias se utilizaron en una segunda reconstrucción para 
elaborar el árbol final mostrado en este trabajo utilizando el mismo procedimiento. 
8. Clonaje y secuenciación del cluster de genes de la vancrobactina 
Con el objetivo de clonar los genes de síntesis de la vancrobactina, se probó mediante 
PCR la presencia, en la cepa RV22, del homólogo de angE descrito originalmente en el 
cromosoma de la cepa del serotipo O1, 90-11-287 (Holmstrom & Gram, 2003). Como 
resultado se obtuvo un amplicón cuya secuencia mostró un 97% de identidad con angE. 
Posteriormente, este producto de amplificación se utilizó a modo de sonda, en un 
experimento de hibridación, sobre digestiones totales de DNA genómico de RV22 utilizando 
diferentes enzimas. El resultado de este experimento mostró que, al utilizar HindIII, el 
homólogo de angE estaba contenido en un fragmento de aprox. 8 kb. Se migró de nuevo 
DNA cromosómico cortado con HindIII en un gel de agarosa al 1% y se cortó el fragmento 
comprendido entre 7-9 kb, que se utilizó como molde para una reacción de PCR inversa. 
Finalmente se obtuvo un fragmento de 7 kb que contenía genes homólogos a sistemas de 





Figura III.4: DNA genómico de la 
cepa RV22 digerido con Sau3AI. 
Los números indican el tiempo de 
digestión 
síntesis de catecoles. Mediante sucesivas PCRs inversas, en ambos sentidos, y diseño de 
cebadores conseguimos secuenciar una región de 18 kb que contiene gran parte del sistema 
de genes vab. 
9. Obtención de una genoteca de cósmidos de la cepa RV22 
Para la obtención de la genoteca de cósmidos se 
partió de una extracción de DNA genómico de la cepa 
RV22 realizado con G NOMEDNA KIT de Q•BIOgene 
siguiendo las indicaciones del fabricante, lo que asegura 
que el DNA de partida no esté fragmentado. 
Posteriormente se realizó una digestión parcial de 5 µg de 
DNA con 0,1 U de Sau3AI en un volumen total de 100 µl. 
Tras 4 min de digestión se paró la reacción con 15 µl de EDTA a 0,5 M. Con este protocolo de 
digestión obtuvimos fragmentos de DNA de tamaños superiores a 25 kb. Finalmente, la 
muestra de DNA parcialmente digerido se trató con fosfatasa alcalina (Fermentas) (Figura 
III.4). 
El vector de clonación utilizado para la obtención de la genoteca de cósmidos, fue el 
SuperCos1 Cosmid Vector Kit de Stratagene (Figura III.5). El vector se cortó con la enzima de 
restricción XbaI, se defosforiló y finalmente se digirió con BamHI tal y como se indica en el 
manual del fabricante. Tras cada reacción enzimática se limpió con fenol-cloroformo-
isoamilalcohol (25:24:2). Por último, se realizó una reacción de ligación que contenía 2,5 µg 
de DNA genómico y 1 µg de SuperCos1 (Figura III.6).  
   
Figura III.5: Esquema del vector 
utilizado para la construcción de la 







Figura III.6: Control de la reacción de ligación. En el gel se muestra la reacción 
de ligación antes (1) y después (2) de incubar a 4
como tras la reacción de 
al vector SuperCos1 desaparecen (flechas blancas). La banda correspondiente al 
DNA genómico también aumenta de tamaño (flecha negra).
 
Para el encapsulado de los bacteriófagos 
kit Gigapack III packaging Extract
Como resultado final, se obtuvieron 10 placas 
Con el objetivo de rastrear la presencia de los genes 
colonias, utilizando parejas de cebadores específicos situados en los extremos 5´ y 3´ del 
cluster descrito hasta ese momento. Con esta metodología se identificaron l
MBcos167 y MBcos69 que se utilizaron para ampliar la región secuenciada de 18 kb a 
kb finales. 
10. Mutagénesis por intercambio alélico
La obtención de mutantes defectivos, para cada uno de los genes estudiados, se 
realizó por intercambio alélico
deleción de la región central del gen. Se amplificaron por PCR los extremos de cada gen
junto con las regiones flanqueantes
con un tamaño de aproximadamente 1 kb, de tal manera que 
obtuvo una mutación no polar por deleción del gen. Los cebadores utilizados para amplificar 
los extremos de cada gen junto con las regiones adyacentes se numera
(TablaIII.2). A cada cebador se le añad
enzima de restricción que garantiza
adaptadores 2 y 3 contenían igual diana de restricción, 
realizaba en la orientación adecuada. Ambos fragmentos (región 3´y 5´de cada gen) se 
clonaron en el plásmido PWKS30
construcción se liberó del PWKS30 con 
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Figura III.7: Rastreo de cepas mutantes 
tras la 2ª reconbinación. 1, 2 indica cepa 
mutante; 3, cepa revertiente; 4, control 
positivo con la cepa salvaje; 5, control 
utilizando la construcción clonada en el 
plásmido pWKS30 y 6 control negativo. 
linearizado con las mismas enzimas (Mouriño et al., 2004). El pNidKan, como derivado del 
pCVD442, contiene el origen de replicación R6K que requiere el gen pir, por eso se 
transformó en E. coli S17-1-λpir; y el gen sacB que confiere sensibilidad a la sacarosa. La 
construcción se conjugó desde E. coli S17-1-λpir a V. anguillarum. Tras la conjugación se 
seleccionaron mediante ampicilina (resistencia natural de RV22) y kanamicina (la confiere el 
pNidKan) las colonias de V. anguillarum en las que la construcción se había integrado en su 
cromosoma por recombinación homóloga. La característica primordial del plásmido utilizado 
es su incapacidad de replicarse en V. anguillarum al carecer éste del gen λpir, de modo que 
únicamente se perpetuará cuando se integre en el cromosoma bacteriano por un proceso de 
recombinación entre secuencias homólogas.  
Se necesita un segundo evento de 
recombinación para que se libere el plásmido 
suicida (pNidKan), y con ello arrastre la copia 
completa. Una vez integrada la contrucción en el 
cromosoma, en el 50% de los casos la segunda 
recombinación sucederá en la misma región, y en 
estos casos se libera el pNidKan junto con la copia 
deleccionada. Pero en el otro 50% de los casos la 
recombinación se producirá en el otro fragmento, 
con lo que el plásmido arrastrará la copia intacta del 
gen, dejando la copia delecionada en el cromosoma. Tras realizar unos 5-10 pases en TSC-1, 
sin presión selectiva para la kanamicina, se plaquearon diluciones en placas de LB 
suplementado con ampicilina y un 10% sacarosa. Las células capaces de formar colonias son 
aquellas que han perdido el pNidKan y con ello el sacB. Se comprobó por PCR qué colonias 
eran revertiente y cuales mutantes. Habitualmente se utilizaron los cebadores 1 y 4 
(utilizados para realizar la construcción) con lo que los mutantes darán productos de PCR de 
aproximadamente 2 kb mientras que las revertientes mostrarán tamaños tan grandes como 
las zonas nativas del gen (Figura III.7). El mecanismo de obtención de mutantes por 
intercambio alélico se esquematiza en la Figura III.8.  





Figura III.9: Comprobación de los mutantes ∆vabF, 
∆vabC, ∆vabB y ∆vabA mediante Souther blot. 
 
Figura III.8: Esquema del proceso de mutación por intercambio alélico: el alelo 
mutante se obtiene amplificando las regiones 5’ y 3’ del gen, y uniendo ambos fragmentos 
en un mismo plásmido. A través de esta construcción se facilita la transferencia de la copia 
delecionada a la bacteria. Tras un primer evento de recombinación entre las secuencias 
homólogas del gen salvaje y la copia mutante, el plásmido se inserta en el cromosoma 
bacteriano. Las colonias recombinantes son seleccionadas en base al marcador de resistencia 
a antibiótico del plásmido (R). Tras sucesivos ciclos de multiplicación se selecciona un 
segundo proceso de recombinación en el que, tras su resolución y en un 50% de los casos, el 
plásmido se libera del cromosoma y arrastra consigo la copia salvaje del gen. Una vez libre 
en el citoplasma, el vector se perderá en el momento de la división celular ya que, debido a 
su origen de replicación R6K, es incapaz de autoreplicarse en la bacteria. El resultado final 










TRANSFERENCIA A LA 
BACTERIA SALVAJE 
1er EVENTO DE RECOMBINACIÓN 







Para verificar el correcto 
intercambio alélico entre el gen salvaje y 
el gen delecionado, se analizó la pérdida 
de la región central del gen por Southern 
blot y/o se secuenció. En las 
hibridaciones destinadas a comprobar la 
deleción de las regiones intermedias de 
los genes delecionados se digirieron 5 μg 
de DNA genómico, tanto de la cepa 




salvaje como de la mutante, con una enzima de digestión cuya diana de restricción se 
encontraba en la región delecionada, de modo que en el salvaje se apreciarán dos bandas 
mientras que en el mutante sólo se apreciará una, pues esa diana de restricción habrá 






























Tabla III.2: Cebadores utilizados en la construcción de mutantes. 
 
Secuencia (5´→3´)












































































11. Complementación de los mutantes con el gen salvaje 
Para complementar los genes mutados se utilizó el vector pHRP309, utilizado también 
en las fusiones transcripcionales (Parales & Harwood, 1993). En las complementaciones se 
amplificaron regiones que incluyen el gen y su promotor completos clonados en dicho vector 
gracias a la utilización de adaptadores añadidos a la secuencia de los cebadores (Tabla III.3). 
El pHRP309 no es un vector de expresión, lo que provoca que al clonar un gen en el lugar de 
clonaje múltiple necesitemos proporcionarle un promotor funcional. De este modo se 
amplificaron los genes con sus propios promotores para conservar el patrón de expresión 
natural. Las construcciones se transformaron primero en la cepa de E. coli S17-1-λpir, tras lo 
cual se introdujeron por conjugación en las cepas de V. anguillarum defectivas para el gen 
determinado, seleccionando la cepa receptora por su resistencia a ampicilina, resistencia 
natural de V. anguillarum, y gentamicina que es la resistencia que confiere el vector. Por 
último, el plásmido recombinante pHRP309 se aisló de V. anguillarum y se digirió con las 
enzimas incluidas en los adaptadores verificándose de este modo la presencia del inserto. 
Los datos obtenidos con las cepas complementadas no son comparables cuantitativamente a 
la cepa salvaje ya que el gen introducido está en un número de copia superior al resto de 
genes del sistema natural. Los genes complementados y los cebadores utilizados se 
muestran en la Tabla III.3. 
 





















a La secuencia subrayada marca las dianas de restricción incluidas en el cebador
bLas posiciones se refieren a la secuencia del cluster vab  depositada en el EMBL 
Oligonucleótido




12. Ensayos de crecimiento en limitación de hierro 
Para determinar la capacidad de crecimiento de los mutantes por deleción, se 
realizaron rectas de crecimiento en condiciones restrictivas de hierro. A partir de una 
colonia, se inocularon 5 ml de LB líquido y se incubó en agitación a 25°C durante 16 h. Los 
cultivos se ajustaron a una densidad óptica de 0,5 (DO600) y se diluyeron 1:15 en medio 
mínimo CM9 (Lemos et al., 1988) que contenía ácido etilen-diamino-di-(o-
hidroxifenilacético) (EDDA) 5 µM. Los cultivos se incubaron a 25 °C en agitación (150 rpm) y, 
una vez transcurridas las primeras 8 h, se monitorizó el crecimiento (DO600) y producción de 
sideróforo en intervalos de 2 h. Como control positivo se monitorizaron los mismos 
parámetros sobre cultivos con 10 µM de Fe2(SO4)3 (condiciones de disponibilidad de hierro). 
Para cuantificar la producción de sideróforos se utilizaron las pruebas del cromo azurol-S 
(CAS) (Schwyn & Neilands, 1987) y el ensayo de Arnow (Arnow, 1937) utilizando como 
control negativo CM9 con la misma concentración de EDDA. Los valores mostrados en todas 
las gráficas de crecimiento y producción de sideróforo corresponden a los valores medios 
observados de tres experimentos independientes. 
Prueba de cromo azurol-S (CAS). Esta prueba detecta la presencia de sustancias con 
actividad quelante de hierro utilizando un complejo ferri-cromogénico que cambia de color 
cuando pierde los iones de hierro. Los sideróforos, que tienen más afinidad por el hierro que 
el cromógeno, pueden capturar el hierro del complejo ferri-cromógeno, resultando en un 
cambio del color del colorante de azul a amarillo-anaranjado. Para realizar esta prueba se 
mezclaron volúmenes iguales de sobrenadante y reactivo de CAS (0,5 ml) (Schwyn & 
Neilands, 1987). Tras esperar 15 minutos, se midió la absorbancia a una longitud de onda de 
630 nm en el espectrofotómetro. Valores de absorbancia más negativos indican mayor 
concentración de sideróforo en el sobrenadante. 
Ensayo de Arnow. Se utiliza específicamente para detectar sideróforos de tipo catecol 
pues con él se detecta la presencia en el medio de 2,3-DHBA o sustancias que tengan 2,3-
DHBA en su estructura. El protocolo seguido fue el siguiente: a 0,5 ml de sobrenadante se 
añadieron 0,5 ml de HCl 0,5 N. Tras agitar la mezcla, se añadieron 0,5 ml de una disolución 
compuesta por un 10% de nitrito sódico y un 10% de molibdato sódico en agua. Finalmente 




se añadieron 0,5 ml de NaOH 1 N. La aparición de color rojo indica reacción positiva. La 
reacción se midó en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 510 nm. 
13. Ensayo de titulación de Fur o FURTA 
Para localizar genes regulados por hierro, se puede utilizar un ensayo de titulación de 
Fur o FURTA (Stojiljkovic et al., 1994), ya que la proteína Fur es el regulador general que 
reprime la expresión de los genes cuyo promotor contiene “cajas Fur”. Primero, se obtuvo 
una genoteca de la cepa RV22 con tamaños entre 1 y 3 kb en el plásmido pT7-7. Esta 
genoteca se electroporó en la cepa indicadora E. coli H1717 (Hantke, 1987) y se sembró en 
placas de MacConkey-lactosa suplementado con 40 µM de Fe2(SO4)3 siguiendo el 
procedimiento descrito por Stojiljkovic et al. (1994). Las colonias lac+ obtenidas se reaislaron 
en placas del mismo medio. Los fenotipos de las colonias se comprobaron 24 h después de 
incubarlas a 37 °C. Las colonias lac+ son indicativas de que el fragmento clonado contiene 
regiones que secuestran la proteína Fur de E. coli (Stojiljkovic et al., 1994). Por último se 
secuenciaron los fragmentos clonados en las colonias FURTA positivas. Para descartar clones 
que contuviesen insertos repetidos, se aislaron los plásmidos y se sometieron a análisis de 
perfiles de restricción (RFLPs), de este modo se descartaron aquellos clones que tuviesen el 
mismo patrón o que su patrón estuviese contenido en otro. 
Esta misma metodología se utilizó para comprobar la existencia de “cajas Fur” en las 
regiones promotoras de los genes vab. Con este objetivo se clonaron en el plásmido pT7-7 
los fragmentos utilizados en las fusiones transcripcionales, utilizando como control negativo 










14. Extracción de RNA y realización de RT-PCR (Reverse-
Transcriptase PCR) 
La purificación de RNA se realizó a partir de cultivos en fase exponencial (DO600 = 0,4-
0,6) crecidos en 10 ml de medio mínimo CM9. Dependiendo del objetivo del experimento, el 
CM9 contenía 10 μM de Fe2(SO4)3 o 5 μM de EDDA, condiciones de disponibilidad o 
restricción de hierro respectivamente. Estos cultivos se inocularon con 200 μL de TSB-1 
crecidos durante 12 h. Las extracciones se realizaron con el reactivo RNAwiz (RNA isolation 
Reagent RNAwizTM, Ambion). 
Las reacciones de reverso transcripción (RT) se realizaron con la reverso transcriptasa 
M-MLV (Invitrogen) utilizando como molde 2 μg de RNA tratado previamente con DNasa 
libre de RNasa RQ1 (Promega). Los cebadores utilizados en las reacciones RT (Tabla III.4 
nombrados del RT-0 al RT-6) son homólogos al extremo 3´ del gen o grupo de genes cuyo 
tránscrito se quiere detectar. Tras la RT se utilizaron parejas de cebadores para detectar la 
presencia del cDNA sintetizado por PCR a una temperatura de anillamiento de 55-60 °C 
según la pareja, 1 U de polimerasa y 1,5 μM de MgCl2, y como molde se utilizaron 2 μl de la 
reacción de retrotranscripción. Como control negativo se emplearon extracciones de RNA 
(tratado con DNasa) sin reverso transcriptasa, lo que detectaría la presencia de DNA 
genómico contaminando la muestra. Todos los cebadores utilizados en la RT y posterior PCR 















Tabla III.4: Cebadores utilizados en los experimentos de RT-PCR y 




15. Fusiones transcripcionales y ensayos de actividad β-
galactosidasa 
El plásmido de bajo número de copia pHRP309 (Parales & Harwood, 1993), específico 
para la construcción de fusiones transcripcionales, se caracteriza por incluir el gen lacZ sin un 
promotor que regule su expresión (Figura III.10). La clonación de una secuencia con actividad 





157Rev2 (Cebador RT-0) tggcgattatccagttgctg
pareja157Rev2 tcaggtttgtatcaagagcg
vabR




DAHP_B (Cebador RT-2) ccgctaacgattcacatctg
vabA







RVangE-2 (Cebador RT-4) gcgatagatctcgactcgat
vabB
RNAvabB ttcattggcatgtccaagcc

































transcripción queda bajo el control del inserto clonado. Se amplificaron por PCR, utilizando 
el kit Expand High Fidelity PCR System de Roche, las regiones susceptibles de constituir los 
promotores de los genes vabR, vabG, vabA, vabC, vabH y fvtA. Los fragmentos amplificados 
tienen un tamaño que oscila entre 300 y 700 pb e incluyen 50-100 pb aguas abajo del codón 
de iniciación de la transcripción. Los cebadores utilizados contienen dianas de restricción 
que actúan a modo de adaptadores, lo que permite clonar los fragmentos en el plásmido 
pHRP309 en la orientación apropiada (Tabla III.5). Los plásmidos obtenidos constituyen las 
siguientes fusiones: vabR::lacZ (pMB34), vabG::lacZ (pMB33), vabA::lacZ (pMB19), vabC::lacZ 
(pMB20), vabH::lacZ (pMB12) y fvtA::lacZ (pMB11), que se movilizaron desde la cepa S17-1-
λpir de E. coli a las cepas 775met11 (furˉ) y RV22 de V. anguillarum. Los exconjugantes 
transformados se seleccionaron en base a su resistencia al antibiótico Gm (marcador del 
pHRP309) y Rif (marcador de resistencia para la cepa 775met11) o Amp (marcador para el 
resto de cepas de V. anguillarum). Como control negativo se utilizaron las mismas cepas de 
V. anguillarun portadoras del vector pHRP309 vacío. 
Las cepas de V. anguillarum portadoras de las fusiones transcripcionales se crecieron 
en CM9 en condiciones de disponibilidad (CM9 con 10 µM de Fe2(SO4)3) y déficit de hierro 
(CM9 con 5 µM de EDDA), con o sin vancrobactina sintética. Cuando estos cultivos 






































Figura III.10: Mapa del plásmido pHRP309 específico 
para el ensayo de fusiones transcripcionales. MCS, 
punto de clonación múltiple. 




Para los ensayos de actividad transcripcional los niveles de β-galactosidasa se 
determinaron siguiendo el método de Miller (1992). Se ensayó cada una de las cepas de V. 
anguillarum portadoras de la fusión correspondiente en medio mínimo CM9, bajo distintas 
condiciones de disponibilidad y fuentes de hierro. 
Las células se incubaron en medio líquido CM9 a 25 °C hasta alcanzar una DO600 entre 
0,3 y 0,4. De cada cultivo se realizaron dos ensayos con 0,1 y 0,3 ml respectivamente. Ambos 
se llevaron hasta un volumen final de 1 ml con tampón Z (Na2HPO4·2H2O 60 mM; 
NaH2PO4·H2O 40 mM; KCl 10 mM; MgSO4·7H2O 1 mM; β-mercaptoetanol 50 mM; pH 7,0). 
Tras añadir 20 μl de cloroformo y 10 μl de una disolución de SDS al 0,1%, la mezcla se incubó 
a 37 °C durante 5 min. La reacción se inició añadiendo 0,2 ml de ONPG (4 mg/ml en tampón 
Z). Cuando la reacción cambió su color a amarillo, ésta se bloqueó con 0,5 ml de Na2CO3 1 M. 
Finalmente la actividad promotora se cuantificó en Unidades de β-galactosidasa midiendo la 
absorbancia a 420 nm y aplicando la siguiente fórmula: 
Unidades de β-galactosidasa = DO420 x 1000/ T x V x DO600 
DO600: densidad celular del cultivo justo antes del ensayo (600 nm) 
DO420: lectura de la mezcla de reacción a 420 nm 
T: tiempo de la reacción (min) 
V: volumen del cultivo ensayado (ml) 












Tabla III.5: Cebadores utilizados en la clonación de las regiones promotoras. 
 
16. Experimentos de alimentación cruzada y bioensayos 
La actividad biológica de los sobrenadantes obtenidos a partir de los diferentes 
mutantes de V. anguillarum se determinó mediante experimentos de alimentación cruzada. 
Utilizando estos ensayos se pudo comprobar la deficiencia de los mutantes obtenidos, bien 
en alguna de las etapas de biosíntesis de la vancrobactina o bien en el transporte del 
sideróforo. Cómo cepas indicadoras se utilizaron diferentes combinaciones de mutantes, y 
utilizando siempre la cepa parental RV22 como control. Se utilizaron además como 
indicadoras dos cepas mutantes (enb-7 y enb-1) de Salmonella enterica serovar 
Typhimurium LT2 no productoras de enterobactina (Pollack et al., 1970). Mientras que la 
cepa enb-7 puede utilizar DHBA, enterobactina o vancrobactina para crecer en condiciones 
de limitación de hierro, la cepa enb-1 sólo puede utilizar enterobactina o vancrobactina 
(Lemos et al., 1988; Conchas et al., 1991), por lo que se utilizaron como indicadoras de la 
producción de DHBA (enb-7) o vancrobactina (enb-1) por parte de los diferentes mutantes 


































Las cepas indicadoras se cultivaron en TSB-1 durante toda la noche, y a continuación se 
incluyó 1 ml de este cultivo a una DO600= 1 en 20 ml de CM9 con 0,7% de agarosa y una 
concentración de 2,2´-dipiridil (dipiridil) superior a la CMI de cada una de las cepas 
indicadoras. En el caso de las cepas de S. enterica se utilizó una concentración de 120 µM de 
dipiridil. 
Las cepas a ensayar se cultivaron en placas de LB con 40 µM de dipiridil, las células se 
recogieron con un asa de siembra y se depositaron sobre la superficie del medio 
conteniendo la cepa indicadora, formando un acúmulo uniforme. Se tomaron como positivos 
aquellos acúmulos celulares capaces de promover un halo de crecimiento de la cepa 
indicadora. 
También se realizaron bioensayos utilizando el mismo protocolo detallado 
anteriormente, para determinar la actividad biológica de los extractos obtenidos durante el 
proceso de aislamiento de vancrobactina y la actividad de sus análogos sintéticos. Las cepas 
indicadoras se embebieron en CM9 con dipiridil a una concentración de: 120 µM para las 
cepas de V. anguillarum (RV22 y 775) y S. enterica (cepa enb-1); y 150 µM para las cepas de 
Erwinia chrisanthemi (PPV20) y V. alginolyticus (TA15). Para la realización de estos 
bioensayos, cada extracto/compuesto a ensayar (25 µg) fue embebido en un disco de papel 
de filtro, que se dejaron secar al aire y se depositaron sobre la superficie de la placa 
previamente inoculada. Como control positivo se utilizaron 5 µL de una disolución de 
Fe2(SO4)3 10 µM .  
17. Hibridación DNA-DNA 
Los experimentos de hibridación se realizaron a partir de 5 μg de DNA cromosómico 
digerido con una o varias enzimas, en un volumen final de 50 μl. Una vez incubadas durante 
12 h a la temperatura recomendada según la enzima, las reacciones de digestión se 
separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Posteriormente se transfirieron a 
una membrana de nylon (Boehringer Mannheim) previamente activada con SSC 2X (NaCl 0,3 
M, citrato sódico 0,03 M, pH 7,0). La presencia de los genes vab se detectó mediante un dot 
blot realizado a partir de 2 μg de DNA genómico de cada cepa utilizando un sistema Minifold 





Figura III.11: Dot blot realizado 
con un fragmento interno de fvtA 
en una colección de cepas de V. 
anguillarum que representan los 
serotipos O1, O2, O3 y del O4 al 
O10. 
II (Schleicher & Schuell) (Figura III.11). El DNA transferido 
se fijó a la membrana con luz UV durante 2 min en un UV-
crosslinker (Linus). Las sondas utilizadas en la 
comprobación de los mutantes se obtuvieron en 
reacciones de PCR utilizando DNA genómico de RV22 y los 
cebadores 1-4 utilizados en la construcción del mutante. 
En la determinación de la presencia o ausencia de genes 
se utilizaron productos de amplificación de cada gen 
obtenidos con los mismos cebadores empleados en las 
RT-PCR y utilizando DNA genómico de la cepa RV22 como 
molde. Todas los productos de PCR usados como sondas 
se recortaron de un gel de agarosa al 1,5% y se limpiaron 
con QIAquick® Gel Extraction Kit. Los tratamientos a los 
que se sometió la membrana y el marcaje de la sonda se 
llevaron a cabo siguiendo las especificaciones del sistema 
ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System (Amersham Biosciences). 
Previamente a la incorporación de la sonda, la membrana de nylon se incubó durante 1 h a 
42 °C en un horno de hibridación (Hybaid) con el tampón de hibridación ECL Gold 
Hybridization Buffer (Amersham Biosciences) para bloquear posibles uniones inespecíficas 
de la sonda. Tras la adición de la sonda marcada (10 ng/ml), se continuó la incubación 
durante 12 h a una temperatura de 42 °C. Para la detección de la señal las membranas se 
sometieron a diferentes tiempos de exposición empleando el HypercassetteTM (Amersham 
Pharmacia-Biotech) y películas de autorradiografía HyperfilmTM ECL (Amersham Biosciences) 
a temperatura ambiente. En el revelado final se utilizaron reactivos Kodak (GBX Developer 
and Replenisher; GBX Fixer and Replenisher). 
18. Purificación y análisis de proteínas de membrana externa 
Para el análisis de las proteínas de la membrana externa en diferentes cepas de V. 
anguillarum se crecieron las células en CM9 con Fe2(SO4)3 10 µM o EDDA 5 µM (suficiencia o 




restricción de hierro respectivamente) a 25 °C y en agitación constante. El procedimiento 
seguido para la purificación de las proteínas de membrana fue el descrito por toranzo 
Toranzo et al. (1983c). Las células se recogieron por centrifugación a 10.000 rpm/15 min (4 
°C) y se resuspendieron en 3 ml de Tris-HCl 10 mM (pH 8,0) con NaCl al 0,3%. Las células se 
rompieron mediante sonicación tratándolas con 3-4 pulsos de 30 s intercalados con periodos 
de descanso de 30 s en hielo. Los restos celulares se eliminaron mediante centrifugación 
durante 1 min a 13.000 rpm en una microcentrífuga (Eppendorf). El sobrenadante se 
transfirió a un tubo nuevo y se centrifugó a 17.000 rpm (centrífuga AvantiTM J-25 con rotor 
JA-25.50; Beckman Coulter) durante 60 min a 4 °C. Tras desechar el sobrenadante, el 
sedimento de membranas totales se resuspendió en 100 μl de agua desionizada y se 
añadieron 100 μl de lauryl-sarcosinato sódico al 3% en Tris-HCl 20 mM (pH 8,0). Se incubó 
durante 20 min a temperatura ambiente y se centrifugó de nuevo a 17.000 rpm durante 60 
min (4 °C). Finalmente se retiró el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 20 μl de 
agua destilada. 
Las concentraciones de los extractos se determinaron mediante el método Bradford 
(1976) utilizando como patrón concentraciones conocidas de seroalbúmina bovina. 
Previamente a su análisis electroforético, a cada una de las muestras se le añadió 1 vol 
de tampón FSB (2X) (Tris-HCl 0,13 M, pH 6,8; SDS 4%; Glicerol 20%; 2-Mercaptoetanol 10%; 
Azul de Bromofenol 0,002%). Después de calentarlas a 100 °C durante 10 min, las muestras 
se analizaron por electroforesis en gel discontinuo de poliacrilamida-SDS y con tampón de 
electroforesis (Tris-HCl 25 mM; Glicina 192 mM; SDS 1% p/v). El gel separador estaba 
compuesto por poliacrilamida al 12,5% (acrilamida/bis-acrilamida 44:0,8) en tampón Tris-HCl 
0,375 M (pH 8,8) con SDS al 0,2%. Como catalizadores se utilizaron PSA al 0,02% y TEMED al 
0,03%. Por su parte el gel de concentración estaba compuesto por poliacrilamida al 9% 
(acrilamida/bis-acrilamida 30:0,8) en Tris-HCl 0,125 M (pH6.8) con SDS al 0,1%, PSA 0,02% y 
TEMED al 0,4%. 
Tras la separación electroforética los geles se tiñeron con Azul de Coomasie (Azul de 
Coomasie 0,05%; Isopropanol 25%; Ácido acético 10%) durante 2 h y se destiñeron con 
lavados sucesivos con ácido acético al 5%.  




19. Determinación de la estructura química de la vancrobactina 
Para aislar y purificar el sideróforo producido por la cepa RV22 se partió de un total de 
18 litros de medio CM9 rico en vancrobactina. Para obtenerlos, se cultivó la cepa RV22 en 
CM9 con 25 µM de dipiridil hasta alcanzar las cotas de crecimiento y producción de 
sideróforo adecuadas (DO600 > 1 y reacción de Arnow > 0,1). Una vez alcanzados estos 
parámetros, se centrifugó el medio a 9.000 rpm en una centrífuga AvantiTM J-25 con rotor 
JA-10 (15000 xg) (Beckman Coulter) durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido se 
filtró mediante un sistema de filtración continua (PREP/SCALE-TFF CARTRIDGE, Millipore). 
Partiendo de estos 18 litros de sobrenadante, en colaboración con el Dr. Carlos Jiménez del 
Departamento de Química Fundamental de la Universidad de A Coruña, se probaron 
diferentes estrategias de fraccionamiento y extracción, con el objetivo de obtener una 
fracción de vancrobactina pura. En nuestro laboratorio se analizó la actividad biológica de 
cada una de las fracciones obtenidas a lo largo del proceso. Mediante bioensayos (ver 
apartado 16 de esta sección) se evaluó la capacidad de las diferentes fracciones para 
promover el crecimiento de la cepa RV22. Esta cepa se cultivó en TSB-1 durante toda la 
noche y 1 ml del cultivo obtenido se embebió en CM9 con 0,7% de agarosa y una 
concentración de dipiridil de 100 µM (concentración suficiente para inhibir su crecimiento). 
Las diferentes fracciones y extractos obtenidos se disolvieron en los disolventes adecuados a 
cada caso y se colocaron en discos de papel que se dispusieron sobre la superficie de la placa 
previamente inoculada. Los extractos y fracciones capaces de inducir el crecimiento de la 
cepa RV22 en estas condiciones eran candidatos a contener vancrobactina activa. El 
diámetro del halo de crecimiento obtenido alrededor de cada disco se utilizó también como 
indicador cuantitativo de la actividad biológica de cada fracción. 
El sobrenadante obtenido (18 l) se sometió en primer lugar a una cromatografía de 
intercambio iónico utilizando la resina XAD-7. Tras un lavado con agua destilada se eluyó la 
columna con metanol/agua (1:1) y se realizó a continuación una segunda elución con 
metanol. Las fracciones activas se disolvieron en agua y se sometieron a un proceso de 
extracción líquido-líquido con CH2Cl2 o n-Butanol. Las fracciones acuosas activas se 
sometieron a separación mediante cromatografía en una columna de Sephadex LH-20. La 




columna fue también eluida con metanol/H2O. Finalmente, cada fracción activa se sometió a 
purificación mediante HPLC en fase reversa con una columna Atlantis C18 (100 X 4,6 mm, 5 
µm) y un gradiente de acetonitrilo (0% - 50%, 10 min) en 0,05% de ácido trifluoroacético. 
Finalmente se obtuvieron un total de 0,8 mg de vancrobactina pura. 
El compuesto puro obtenido se sometió a análisis estructural mediante diferentes 
técnicas espectroscópicas, espectrometría de masas y RMN para determinar su masa 
molecular y estructura química. Todos estos ensayos fueron realizados en el Departamento 













IV. Resultados y Discusión 
  




1. Identificación de la región cromosómica que codifica el sistema 
de la vancrobactina 
Los resultados aportados por estudios previos han permitido elaborar una serie de 
premisas que sirven de punto de partida para este trabajo: (1) la proteína Fur reprime los 
genes regulados por la concentración intracelular de hierro en V. anguillarum (Tolmasky et 
al., 1994), (2) la vancrobactina es un sideróforo de tipo catecol codificado por genes 
cromosómicos (Lemos et al., 1988; Conchas et al., 1991), y (3) probablemente alguna de las 
secuencias homólogas a genes de síntesis de DHBA, descritas en el cromosoma de cepas del 
serotipo O1, intervienen en la síntesis de vancrobactina, pues en la conversión de corismato 
a DHBA participan homólogos de los genes de E. coli entCBAE. Estos genes están 
conservados en todos los sistemas de catecoles y suelen agruparse en una misma región 
(Fischbach et al., 2008). El plásmido pJM1 no codifica determinadas funciones necesarias 
para la síntesis de DHBA. Así, contiene un pseudogen ψangE, homólogo a vibE y entE de V. 
cholerae y E. coli respectivamente (Welch et al., 2000), que codifican enzimas indispensables 
en la producción de sideróforos de tipo catecol. Este hecho implica por tanto la necesaria 
existencia de un homólogo funcional de angE en el cromosoma de V. anguillarum.  
En un estudio de expresión génica con la cepa 90-11-287 del serotipo O1 de V. 
anguillarum, Holmstrom et. al (2003) secuenciaron un clon que contenía parte de un 
homólogo cromosómico de angE y cuya secuencia no presentaba la mutación que impide 
que el gen angE plasmídico sea funcional. Este gen por lo tanto era un firme candidato a 
participar en la síntesis de DHBA. Por tratarse pues de un gen cromosómico y no plasmídico, 
esta copia de angE podría estar también presente en el cromosoma de las cepas productoras 
de vancrobactina.  
Basándonos en estas premisas, nos planteamos clonar el gen angE y sus regiones 
cromosómicas adyacentes (mediante PCR inversa) tomando como punto de partida la 
secuencia de angE publicada por Holmstrom et. al (2003), a la vez que realizamos un ensayo 
de titulación de Fur (FURTA) a partir de una genoteca de la cepa RV22. Con estas dos 




aproximaciones, conjuntamente, se localizaron los genes cromosómicos responsables de la 
producción y utilización de la vancrobactina en V. anguillarum. 
Previamente a la realización de la PCR inversa, se comprobó la presencia del homólogo 
cromosómico de angE en la cepa RV22. Posteriormente y utilizando el producto de 
amplificación obtenido previamente, se realizó un Southern blot sobre digestiones de DNA 
genómico de RV22, lo que sirvió para localizar dicho homólogo en un fragmento HindIII-
HindIII de unas 8 kb (Figura IV.1). A la fracción con tamaños comprendidos entre 7-9 kb de 
una digestión de DNA genómico de la cepa RV22 con HindIII, se le añadió ligasa para 
recircularizar los fragmentos lineales, que finalmente se utilizaron como molde para la 
realización de PCR inversa, obteniéndose un producto de amplificación de 7 kb. Este 
fragmento se secuenció completamente, y se evidenció que contenía 5 ORFs que codificaban 
proteínas con funciones relacionadas con la síntesis de DHBA, grupo funcional de los 
sideróforos de tipo catecol. 
 
Figura IV.1: Esquema metodológico del experimento de PCR inversa a 
partir de la secuencia conocida del homólogo cromosómico de angE. 
 
En paralelo a la PCR inversa, también se realizó un ensayo de titulación de la proteína 
represora Fur (ensayo FURTA) con el fin de identificar genes involucrados en la síntesis de 
vancrobactina. Con esta técnica se aislaron aproximadamente 200 clones con fenotipo 
FURTA (+). Mediante PCR, detectamos 24 clones que contenían genes de los sistemas de 
captación de grupo hemo (genes huv), sistema tonB1 y sistema tonB2 caracterizados 
previamente en esta especie por nuestro grupo (Mouriño et al., 2004; Stork et al., 2004). 




Tras descartar clones que contenían insertos ya repetidos, se seleccionaron finalmente 25 
clones para su secuenciación. Así, mediante esta técnica, se identificaron una serie de genes 
regulados por la proteína Fur. Las proteínas codificadas por estos genes, así como los 
porcentajes de identidad y de similitud con proteínas homólogas descritas en otras especies 
bacterianas se describen en la Tabla IV.1. Entre estas proteínas identificadas se incluyen 
proteínas de sistemas de captación de hierro, así como proteínas relacionadas con diversas 
funciones celulares: (i) respuesta a estrés, (ii) transporte de sustancias, y (iii) una gran 
variedad de reguladores.  
De todos los genes identificados mediante el ensayo FURTA se seleccionaron dos 
grupos de genes que, por su similitud con genes biosintéticos de sistemas de sideróforos en 
otras especies, constituían claros candidatos a estar involucrados en la síntesis de la 
vancrobactina. Estas dos regiones se muestran en la Figura IV.2 como regiones Furta-1 y 
Furta-2 respectivamente. Además, la región Furta-1 solapa parcialmente con la región 
identificada mediante PCR inversa a partir del gen homólogo a angE (Fig. IV.2). De este 
modo, partiendo de las regiones FURTA positivas y de la secuencia parcial del angE 
cromosómico de Holmstrom et. al (2003) conseguimos secuenciar una región de ca. 18 kb 
que contiene genes con gran similitud a otros sistemas de síntesis de sideróforos y que 
hemos denominado genes vab. Finalmente, para ampliar la región secuenciada, se construyó 
una genoteca de cósmidos y se localizaron, mediante PCR, varios clones que contenían total 
o parcialmente el sistema de genes vab. Gracias a estos clones se extendió la secuencia en 
ambos extremos hasta secuenciar el cluster entero con un tamaño de 26 kb (Figura IV.2). Se 
consideró que la secuenciación del cluster de genes vab se había completado cuando, al 
estudiar las homologías de los genes que lo flanquean (lipasa y NADH-quinona reductasa) se 













Tabla IV.1: Relación de clones FURTA (+) y homología de los ORFs que contienen. 
 
 
nº acceso Identidad (%) Similitud (%)
ABC transporter related  (Rhizobium 
leguminosarum )
ZP_02291988.1 55 68
Putative solute-binding component of cationic 
transporter  (R. leguminosarum )
Yp:767621.1 48 64




ORF13* - - -
VabR * - - -
VabA* - - -
Transposase (Shewanella halifaxensis ) Yp_001674741.1 58 75
Hypothetical protein  (Vibrio fischeri ) Yp_002158404.1 55 70
Two component sensor histidine kinase  (Vibrio 
cholerae )
Zp_01978095.1 61 76
Universal stress protein UspB (Vibrio vulnificus ) AAO09593.1 83 90
Signal transduction protein (V. vulnificus ) AA010733.1 75 93
Universal stress protein UspA (V. vulnificus ) NP_932867.1 73 84
Ferritin-like protein 2  (V. cholerae) EEO19556.1 94 97
Putative acetate efflux pump,  MadN (Vibrio 
splendidus )
YP_002415776.1 48 58
NAD(FAD)-utilizing dehydrogenase  (V. cholerae ) EEO12103.1 73 80
VabF* - - -
VabH* - - -
FvtA* - - -
Undecaprenol kinase, putative  (V. cholerae ) ZP_01678013.1 83 89
Transposase  (Vibrio sp. ) ZP_01813767.1 48 54
Putative manganese-dependent inorganic 
pyrophosphatase  (V. vulnificus )
NP_934174.1 68 78
Oxidoreductase  (Vibrio harveyi ) YP_001443766 84 93
* Proteína con función relacionada con sistemas de sideróforos. Homología detallada en Tabla IV.2 y IV.3




119, 156, 165, 174, 176, 177, 178, 183 (Furta-2)
111
12, 110, 166, 188

























































































































































































































































1.1 Predicción de orfs y estudio de homologías 
A medida que avanzaba la secuenciación se realizó la predicción de los posibles orfs 
presentes en esta región y con las secuencias de aminoácidos obtenidas se procedió al 
análisis de homologías. De esta forma se reveló la presencia de 13 posibles genes que 
codifican proteínas con funciones homólogas a enzimas de biosíntesis de sideróforos 
(vabABCDEF y mbtH); de secreción (vabS); dos posibles receptores dependientes de TonB 
(fvtA y orf13); una esterasa de hierro-sideróforo (vabH); un regulador transcripcional (vabR) 
y un gen que intervendría en la ruta de síntesis del corismato (vabG) (Figura IV.2). 
Las proteínas codificadas por vabA, vabB y vabC son homólogas a diversas 2,3-dihidro-
2,3-dihidroxibenzoato dehidrogenasas, isocorismatasas y corismato sintasas necesarias para 
la síntesis de DHBA; sus homólogos más estudiados son EntA, EntB y EntC de E. coli (Walsh et 
al., 1990; Earhart, 1996) (Tabla IV.2). Una vez sintetizado el DHBA se inicia el proceso de 
ensamblaje con la activación por adenilación mediante una 2,3-dihidroxibenzoato-AMP 
ligasa, función asignada a VabE según sus homólogos. Posteriormente las NRPS añadirán a la 
estructura del sideróforo en formación el resto de sus constituyentes. En E. coli EntE y EntF 
son la 2,3-dihidroxibenzoato-AMP ligasa y la NRPS que intervienen en estos procesos 
(Ehmann et al., 2000). VabF es homóloga a miembros bien caracterizados de la familia de las 
NRPS, como EntF de E. coli (Rusnak et al., 1991), CbsF de Chromobacterium violaceum y 
DhbF de Acinetobacter baumannii (Dorsey et al., 2003) (Tabla IV.2). Por último, los dominios 
transportadores (ArCP y PCP) deben ser activados por una fosfopanteteinil transferasa 
(PPTasa) para así disponer de un sistema de NRPS funcional. Esta es la función descrita de los 
homólogos de VabD (Tabla IV.2). Por tanto, los productos proteicos de vabA, B, C, E, F y vabD 
incluyen los componentes básicos necesarios para la síntesis de un sideróforo de tipo catecol 
y por tanto podríamos estar ante el sistema de síntesis de vancrobactina. 
El cluster de genes vab también contiene un orf (vabG) que codificaría una DAHP 
sintasa. Las DAHP sintasas intervienen en la ruta del siquimato (síntesis de aminoácidos 
aromáticos) en la que se produce el corismato necesario para la síntesis de DHBA. 
Además de genes relacionados con la biosíntesis, el cluster de genes vab codificaría 
proteínas con otro tipo de funciones relacionadas con el transporte, regulación y utilización 
del sideróforo. Las proteínas identificadas incluyen: VabR, un posible regulador 




transcripcional de la familia LysR; VabS, un homólogo de EntS, el exportador de la familia 
MFS (Major Facilitator Superfamily) que interviene en el proceso de secreción de 
enterobactina (Furrer et al., 2002); FvtA y ORF13, dos posibles receptores de membrana 
externa y VabH, una proteína homóloga a numerosas hierro-sideróforo esterasas (Tabla 
IV.3). 
Una vez realizado el análisis preliminar de la función de los genes de síntesis, 
analizamos las secuencias que podrían codificar posibles receptores de sideróforos. FvtA y 
ORF13 son homólogos de numerosos receptores de sideróforos de tipo catecol bien 
caracterizados. Los homólogos de FvtA son receptores como el de la enterobactina de 
Chromobacterium violaceum (CirA), vibriobactina de Shewanella o Vibrio cholerae (ViuA) 
(Butterton et al., 1992) y VuuA, el receptor de vulnibactina caracterizado en V. vulnificus 
(Webster & Litwin, 2000). El producto proteico codificado por orf13 es homólogo, entre 
otros, a FepA, el receptor de enterochelina y colicinas de V. alginolyticus y a IrgA, el receptor 
de enterobactina en V. cholerae (Goldberg et al., 1992). 
Alice et al. (2005) utilizando la cepa 775 de V. anguillarum que produce anguibactina 
pero no vancrobactina, identificaron una región cromosómica con tres genes completos, que 
denominaron copia cromosómica de angACE (angACEch). Sus resultados indican que angAch 
es esencial para la síntesis de anguibactina, pues su homólogo plasmídico (en pJM1) es un 
pseudogen. Sin embargo, los genes angBch y angEch no son esenciales para su síntesis, pues 
codifican funciones redundantes con los genes plasmídicos angE y angC. Como veremos en 
los siguientes apartados, estos tres genes son piezas del sistema de la vancrobactina (genes 
vabACE) y no se consideran una copia cromosómica de los genes plasmídicos. Este hallazgo, 
junto con numerosos resultados que veremos a lo largo de este trabajo, abre grandes 
interrogantes acerca de las relaciones evolutivas existentes entre los sistemas de la 
anguibactina y la vancrobactina. 
 




Tabla IV.2: Relación de proteínas homólogas a los productos de los genes de biosíntesis de 




nº acceso Identidad (%) Similitud (%)
DAHP sintetasa (V. anguillarum ) AAO92362 69 84
DAHP sintetasa (V. vulnificus ) AAO07756 58 72
DAHP sintetasa (E. coli ) AAN79680 55 70
DAHP sintetasa (Shigella boydii )       ZP_00697486 57 69
AngCch (V. anguillarum ) AAW66008 98 99
AngC (V. anguillarum ) AAO92360 70 84
ViuC (V. vulnificus ) AAO07758 66 79
VibC (V. cholerae ) AAC45925 62 80
AngBch (V. anguillarum ) AAW66010 97 98
AngB (V. anguillarum ) AAO92358 64 78
VibB (V. cholerae ) AAG00563 59 76
ViuB (V. vulnificus ) NP_937360 53 71
DhbB (Acinetobacter baumannii ) AAN28931 50 67
AngAch (V. anguillarum ) AAW66007 98 98
ViuA (V. vulnificus ) AAO07757 60 77
VibA  (V. cholerae ) AAF93939 54 72
EntA (Bacillus cereus ) AAP09266 45 61
AngEch (V. anguillarum ) AAW66009 97 98
AngE (V. anguillarum ) AAO92359 62 76
VibE (V. cholerae ) ZP_00750963 62 77
ViuE (V. vulnificus ) NP_937357 60 72
CbsF (Chromobacterium violaceum ) AAQ59905 44 60
NRPS (Yersinia frederiksenii ) ZP_00829712 51* 68*
Peptide synthetase (Bacillus cereus ) AAP09419 27 47
EntF (E. coli ) AAN79148 40* 55*
NRPS (Thermobifida fusca ) AAZ55900 32 48
DhbF-like (A. baumannii ) AAN28936 42* 60*
EntD (Marinomonas sp. ) ZP_01076777 34 61
EntD (Photobacterium profundum ) YP_133485 34 55
VibD (V. cholerae ) EDN13617 34 55









* Homología restringida a uno de sus dominios.




Tabla IV.3: Relación de proteínas homólogas a los productos de los genes de transporte o utilización 




nº acceso Identidad (%) Similitud (%)
Probable proteina MFS (C. violaceum ) AAQ59909 59 74
P45 (A. baumannii ) AAN28937 48 69
p43 (E. coli ) CAA40706 48 70
Proteina MFS (Shigella. boydii ) ZP_00697587 48 70
CirA, Receptor de enterobactin (C. violaceum ) NP_901900 39 57
ViuA, Receptor de vibriobactina (V. cholerae ) NC_002505.1 31 50
CirA, Receptor de vulnibactina (V. vulnificus ) NP_937365 31 47
Esterasa de enterochelina (Yersinia frederiksenii ) ZP_00829710 38 54
Esterasa de enterochelina (Yersinia bercovieri ) ZP_00823579 38 53
Esterasa de enterochelina (C. violaceum ) NP_901901 35 54
Esterasa de enterochelina (Yersinia intermedia ) ZP_00833719 39 53
Fes (E. coli ) AAN79146 37 53
Esterasa de enterochelina (Salmonella enterica ) NP_806023 35 52
LysR (V. alginolyticus ) ZP_01260503 63 79
LysR (V. harveyi ) EDL67341 55 74
LysR (V. splendidus ) ZP_00988694 55 74
LysR (Vibrio shilonii ) ZP_01865776 48 69
FepA, receptor de enterochelina (V. alginolyticus ) ZP_01260504 59 77





Proteína de V. anguillarum (aa, MDal)
VabR (286/32,85)




2. Genes de síntesis de vancrobactina 
Con el objetivo de caracterizar la función de cada uno de los genes identificados, se 
construyeron mutantes por intercambio alélico de todos aquellos genes que, según el 
estudio de homologías y datos bibliográficos, podrían estar relacionados con la síntesis, 
transporte o utilización de sideróforos. A la hora de determinar la función real de cada uno 
de los genes es indispensable disponer de cepas defectivas y de la metodología adecuada 
para estudiar sus fenotipos. Así, dependiendo de la función esperada de cada gen, se 
diseñaron experimentos específicos. Con cada cepa mutante se obtuvieron curvas de 
crecimiento en condiciones de disponibilidad y déficit de hierro, se realizaron pruebas para 
la determinación de la presencia de compuestos quelantes de hierro (CAS) y de catecoles 
(Test de Arnow) en los sobrenadantes de los cultivos, y se diseñaron bioensayos utilizando 
diferentes cepas indicadoras. Todo ello proporcionó una valiosa información relacionada con 
las funciones de cada gen. Esta información, sumada a los datos obtenidos a partir de los 
análisis in silico de las secuencias de las proteínas, nos permitirá proponer un esquema de 
síntesis y utilización de la vancrobactina. 
2.1 Síntesis de DHBA: vabA, vabB y vabC 
Como hemos visto, basándonos en sus homologías, los genes vabA, vabB y vabC 
codificarían las funciones necesarias para la síntesis de DHBA. Según esto, los mutantes que 
tengan anulados estos genes, deberían ser deficitarios en la producción de vancrobactina al 
no poder sintetizar el DHBA.  
En la Figura IV.3 se muestran las curvas de crecimiento obtenidas al registrar las 
primeras 24 h de crecimiento de la cepa parental RV22 y cepas mutantes, monitorizándose 
así la totalidad de la fase exponencial. Cuando se cultivaron las cepas mutantes MB12 
(∆vabA), MB11 (∆vabB) y MB10 (∆vabC) en medio mínimo con hierro (CM9 con 10 µM de 
Fe2(SO4)3) ninguna cepa evidenció limitación alguna en su tasa de crecimiento (Figura IV.3a). 
Mientras la cepa salvaje RV22 soporta concentraciones de EDDA superiores a 30 µM, las 
cepas mutantes mostraron una CMI de EDDA de 5 µM. La capacidad de crecer en estas 





Figura IV.3: Crecimiento en condiciones de (a) disponibilidad y (b) restricción de 
hierro, (c) producción de sideróforo (CAS) y (d) producción de DHBA (Arnow) de las 
cepas mutantes MB10, MB11 y MB12 y de la cepa RV22 de V. anguillarum. ∅ indica 
el crecimiento de RV22 sin añadir quelante o fuente de hierro alguna. 
condiciones (CM9 con 5 µM de EDDA) se tomará como referencia en el análisis del resto de 
mutantes. 
Como vemos en la Figura IV.3b los mutantes no son capaces de crecer en déficit de 
hierro. Para determinar si este fenotipo estaba relacionado con la pérdida de la capacidad de 
sintetizar sideróforo, se realizaron pruebas de CAS y Arnow con los sobrenadantes obtenidos 
a lo largo de la curva de crecimiento. Los valores de CAS obtenidos con las cepas mutantes 
fueron entre cinco y diez veces menores a los alcanzados por la cepa parental (RV22). Estos 
resultados manifiestan la pérdida de la capacidad de producir sideróforo. Cuando realizamos 
el test de Arnow (Figura IV.3d) vemos cómo la producción de DHBA en los mutantes MB12 
(∆vabA) y MB11 (∆vabB) está completamente suprimida mientras que en la cepa MB10 
(∆vabC) se detecta una producción residual de este compuesto. 
A modo de control se monitorizaron crecimiento y producción de sideróforo en la cepa 
RV22 crecida en CM9 (sin añadir EDDA ni Fe2(SO4)3). En estas condiciones no se detecta 




producción de sideróforo durante las primeras 18 horas de crecimiento, sólo se activa su 
síntesis cuando nos acercamos al final de la fase exponencial (RV22 ∅ en la Figura IV.3c y 
IV.3d). 
Los resultados obtenidos con el mutante MB10 (∆vabC) sugieren que en esta cepa se 
mantiene una producción residual de DHBA, lo que indica que otra proteína está 
complementando esta función. En E. coli se ha descrito que MenF, enzima relacionada con la 
síntesis de megaquinonas, es capaz de mantener en una cepa entCˉ cierta producción de 
isocorismato, lo que sustenta una pequeña producción de enterobactina (Buss et al., 2001). 
Se ha descrito con anterioridad una situación análoga en la cepa 775 de V. anguillarum, 
donde para suprimir totalmente la producción de DHBA es necesario obtener un triple 
mutante ∆angC-∆angCch-∆menF (Alice et al., 2005). 
El modo más eficaz para detectar la producción de DHBA o vancrobactina es la 
realización de ensayos de alimentación cruzada (bioensayos). Como se explica en materiales 
y métodos, las cepas de S. enterica enb-1 y enb-7 son deficientes en la producción de 
enterobactina, aunque pueden utilizar vancrobactina como fuente de hierro. enb-1 produce 
DHBA pero no enterobactina, a diferencia de enb-7 que no produce DHBA pero puede 
utilizar DHBA exógeno para producir enterobactina. Los bioensayos muestran cómo la cepa 
salvaje V. anguillarum RV22 y S. enterica enb-1, pero no enb-7, promueven el crecimiento de 
MB10 (∆vabC), al aportar respectivamente vancrobactina y DHBA (Tabla IV.4). Al contrario, 
el sobrenadante del mutante vabC (MB10) no sustenta el crecimiento de enb-7. Esta cepa 
produce cantidades residuales de DHBA-vancrobactina pero no en cantidad suficiente como 
para alimentar a enb-7, al menos en las condiciones ensayadas (Tabla IV.4). 
 
  




Tabla IV.4: Resultados de los experimentos de alimentación 
cruzada utilizando enb-1 y enb-7 de S. enterica y el mutante 




Para poder asegurar que los fenotipos observados se deben exclusivamente a la 
delección del gen estudiado y no a efectos polares u otras causas, se procedió a 
complementar las cepas mutantes con sus respectivos alelos salvajes. Se amplificaron por 
PCR los genes y se clonaron en el vector pHRP309 (Parales & Harwood, 1993) (ver materiales 
y métodos). Este plásmido no es un vector de expresión, por lo que al clonar un gen en el 
lugar de clonaje múltiple es necesario proporcionar un promotor funcional. Por este motivo 
se decidió utilizar el promotor propio del gen, lo que permite conservar el patrón de 
expresión natural. Por la metodología elegida, sólo se complementaron los genes situados 
junto a sus promotores, en este caso vabC y vabA (Figura IV.2). Al complementar las cepas 
MB10 (vabC) con pMB13 (plásmido que contiene el gen vabC y su promotor) y MB12 (vabA) 
con el plásmido pMB14 (contiene vabA y su promotor) se restauraron los parámetros de 
crecimiento y producción de DHBA/sideróforo (Figura IV.4).  
Todos los resultados obtenidos indican claramente que vabA, vabB y vabC están 
relacionados con la síntesis de DHBA, grupo funcional que define a los sideróforos de tipo 
catecol, y que estos genes son esenciales para sustentar la producción de vancrobactina y el 






enb -1 enb -7 MB10 (ΔvabC )
RV22 + + +
enb -1 NA + +
enb -7 - NA -
MB10 (ΔvabC ) - - NA
MB3 (ΔvabE ) - + +
MB14 (ΔvabF ) - + +
NA. No aplicable
Capacidad para promover el crecimiento de:Cepa 
ensayada







Figura IV. 4: Valores de crecimiento, CAS y Arnow alcanzados 
tras 22 h de crecimiento por la cepa parental RV22 y las cepas 
mutantes MB10 y MB12 junto a las mismas cepas 
complementadas con los genes salvajes. 
  




2.2 El proceso de ensamblaje: vabE y vabF 
En la síntesis de sideróforos de tipo catecol, el DHBA debe ser seleccionado y activado 
por una 2,3-dihidrobenzoato-AMP ligasa. El resto de componentes serán seleccionados, 
activados e incorporados al sideróforo en formación por una o varias NRPS. La acción 
secuencial de las diferentes proteínas determinará la estructura final del sideróforo (Walsh 
et al., 1990; Earhart, 1996). La secuencia de vabE de RV22 es idéntica al denominado angE 
cromosómico (angEch) descrita en la cepa 775 del serotipo O1. angEch codifica una 2,3-
dihidrobenzoato-AMP ligasa funcional capaz de complementar la delección del angE 
plasmídico, por lo que es necesario un doble mutante AngEch-AngE para interrumpir la 
síntesis de anguibactina (Alice et al., 2005). Por otro lado, VabF podría constituir la NRPS 
responsable del ensamblaje final del sideróforo ya que en sus 2835 aminoácidos alberga 7 
dominios catalíticos conservados capaces de constituir, por sí solos, un completo mecanismo 
de síntesis (Tabla IV.5).  
 
Tabla IV.5: Predicción de dominios 












Adenilación (56, 469) 3.4e-97
VabB (286 aa)
Isocorismatasa (26, 205) 2,00E-84
ArCP (219, 284) 2.1e-06
VabF (2835 aa)
Condensación (15, 313) 1.3e-08
Adenilación (493, 904) 3.9e-122
PCP (995, 1058) 4.8e-06
Condensación (1537, 1833) 1.4e-44
Adenilación (2010, 2418) 1.1e-155
PCP (2510, 2574) 6.8e-13
Tioesterasa (2600, 2823) 1.1e-26
Dominio (aa inicio, aa fin)






Figura IV.5: Crecimiento en condiciones de (a) disponibilidad y (b) restricción de 
hierro, (c) producción de sideróforo (CAS) y (d) producción de DHBA (Arnow) de 
las cepas mutantes MB3 y MB14 y de la cepa RV22 de V. anguillarum. ∅ indica el 
crecimiento de RV22 sin añadir quelante o fuente de hierro alguna. 
 
Para determinar la relación funcional de vabE y vabF con la síntesis de vancrobactina, 
se construyeron los mutantes MB3 (∆vabE) y MB14 (∆vabF) y se analizaron sus fenotipos. 
Como se ve en la Figura IV.5b, ambos mutantes son incapaces de crecer en déficit de hierro, 
mientras que el crecimiento en condiciones de disponibilidad de hierro no se ve afectado 
(Figura IV.5a). Cuando se evaluó la producción de sideróforo, se observó que ésta se suprime 
en ambos casos, lo que demuestra que existe una relación funcional, ya que la falta de 
crecimiento está motivada por la pérdida de síntesis de vancrobactina (Figura IV.5c). Estos 
resultados son comparables con los obtenidos previamente con los mutantes de vabA, vabB 
y vabC. Al analizar el contenido en DHBA de los sobrenadantes (test de Arnow) se comprobó 
cómo ambos mutantes, aún sin alcanzar cotas significativas de crecimiento, son capaces de 
producir DHBA (se mantienen en el 50%) (Figura IV.5d). La producción de DHBA en los 
mutantes MB3 (∆vabE) y MB14 (∆vabF) se verificó al utilizar la cepa enb-7 de S. enterica 
como cepa indicadora en bioensayos (Tabla IV.4). Los resultados muestran que ambos 




mutantes fueron capaces de promover el crecimiento de enb-7 pero no de enb-1. La cepa 
enb-7 es deficiente en la producción de DHBA, pero si se le suministra este compuesto es 
capaz de sintetizar enterobactina y por tanto crecer en condiciones de déficit de hierro. Su 
crecimiento en el bioensayo demuestra la producción de DHBA por los mutantes MB3 y 
MB14. 
Para comprobar que los fenotipos se debían al efecto derivado de la deleción de los 
genes estudiados, se procedió a complementar los mutantes con los genes silvestres. En este 
caso ni vabE ni vabF se localizan junto a sus promotores, por lo que se decidió 
complementar la deleción de vabF ampliando la región amplificada de forma que contuviese 
su promotor; debido a esto el gen vabH se incluye en la construcción utilizada para 
complementar este gen. Al complementar la cepa MB14 (∆vabF) con el gen y promotor 
parental (vabF) se recuperó tanto la capacidad de crecer en déficit de hierro como los 
parámetros de producción de sideróforo, siendo su fenotipo comparable al de la cepa 
silvestre (Figura IV.6). 
Todos estos resultados respaldan la hipótesis de que vabE y vabF constituyen dos 
NRPS relacionadas con la síntesis de vancrobactina. Estas proteínas actúan una vez que se 
han sintetizado los componentes del sideróforo y participan en el proceso de ensamblaje. 
Cuando se interrumpe la síntesis de vancrobactina en el proceso de ensamblaje, los 
componentes que forman su estructura se acumulan. Esto es lo que sucede en los mutantes 
MB3 (∆vabE) y MB14 (∆vabF), en los que hemos demostrado la acumulación de DHBA. 
Aunque en el cluster de genes vab no están presentes otros miembros de la familia de las 
NRPS, como todavía desconocíamos la estructura química de la vancrobactina, no se podía 
descartar la intervención de alguna otra enzima.  
2.3 Determinación de la estructura química de la vancrobactina 
Como hemos visto, VabE y VabF son miembros de las NRPS e intervienen en la síntesis de 
vancrobactina. La función catalítica de esta familia de proteínas se caracteriza por estar 
directamente relacionada con su organización modular (Crosa & Walsh, 2002). Para adquirir 
la máxima información referente a la composición y estructura del sideróforo, se procedió al 
análisis de los dominios catalíticos presentes en estas proteínas. De forma paralela a estos 




trabajos se intentó aislar, a partir de sobrenadantes obtenidos al crecer la cepa RV22 en 
condiciones de déficit de hierro, fracciones con alto contenido en vancrobactina. Utilizando 
una metodología basada en técnicas de fraccionamiento, HPLC y bioensayos se consiguió 
aislar vancrobactina pura que se utilizó posteriormente para determinar su estructura 
química (apartado 2.3.2). El estudio de los dominios catalíticos presentes en VabE, VabB y 
VabF sirvió como apoyo a las técnicas de análisis químico a la hora de predecir la naturaleza 
del sideróforo. 
 
Figura IV. 6: Valores de crecimiento, CAS y Arnow alcanzados 
tras 22 h de crecimiento por la cepa parental RV22 y la cepa 
mutante MB14 (vabF) y la cepa mutante complementada con 
el gen salvaje (MB14 (pMB15)). 




2.3.1 Organización modular de VabE, VabB y VabF  
Estudiando las NRPS que intervienen en la biosíntesis de un compuesto dado, se puede 
determinar de forma bastante exacta su composición y estructura. Con este objetivo se 
analizó la presencia de dominios catalíticos, organización y especificidad de sustrato de las 
proteínas VabE, VabB y VabF. 
La predicción de dominios (Tabla IV.5) muestra que VabE está formado por un único 
dominio de adenilación (A) y que VabB es una enzima bifuncional que interviene en dos 
etapas diferentes de la síntesis, ya que contiene un dominio transportador de grupos arilo 
(ArCP) además del dominio isocorismato liasa que, como hemos demostrado, participa en la 
síntesis de DHBA. Por tanto, VabE-VabB constituían el módulo de iniciación con estructura A-




Figura IV.7: Módulo de iniciación formado por las 
proteínas VabE y VabB. 
 
 
Por otro lado, VabF contiene siete dominios catalíticos que constituyen dos módulos: 
un módulo de elongación (VabF módulo 1) con estructura C-A-PCP en posición N-terminal 
(dominios de condensación - adenilación - transportador de grupos peptidilo); y un módulo 
de terminación de estructura C-A-PCP-TE en posición C-terminal (dominios de condensación 
- adenilación - transportador de grupos peptidilo - tioesterificación) (Tabla IV.5). Existen 
razones para afirmar que se trata de dominios completamente funcionales, pues se han 
localizado los motivos catalíticos de cada uno de ellos (Tabla IV.6). 
 











































































































































































Aunque los datos anteriores proporcionan información acerca de la función catalítica 
de estas proteínas, para deducir la estructura de la vancrobactina es necesario predecir su 
sustrato. Con este objetivo se analizó la especificidad de los dominios de adenilación 
presentes en VabE y VabF, ya que éstos son los principales responsables de la especificidad 
de las NRPS. Como primera aproximación se aplicó el código no ribosómico (Stachelhaus et 
al., 1999; Challis et al., 2000). Este procedimiento se basa en determinar la combinación de 
aminoácidos presentes en las diez posiciones que delimitan la cavidad interna de unión a 
substrato o substrate binding pocket. Para localizar estas diez posiciones se alinearon los 
dominios de adenilación de las proteínas VabE y VabF con el dominio de adenilación de 
GrsA, que participa en la síntesis de la gramicidina de Bacillus subtilis. Tras el alineamiento, 
se consultó el código no ribosómico. 
 
Tabla IV.7: Posiciones que determinan sustrato en los dominios de 
adenilación. En cursiva se muestra la determinación de sustrato según el 




El resultado obtenido se muestra en la Tabla IV.7. Según el código no-ribosómico el 
sustrato de VabE sería DHBA o salicilato. La determinación de la especificidad de VabE-(A) se 
aplica a modo de control, pues parece claro que el sustrato activado por VabE es DHBA y no 
salicilato. Esta afirmación se fundamenta en la gran similitud de VabE con numerosas 2,3-
dihidrobenzoato-AMP ligasas y en que la vancrobactina es un sideróforo de tipo catecol 
positivo en el test de Arnow (Lemos et al., 1988; Conchas et al., 1991). 
VabF contiene dos dominios de adenilación, que nombraremos como VabF-(A1) (N-
terminal) y VabF-(A2) (C-terminal). El código no ribosómico sólo nos permite asignar la serina 
como substrato para el dominio VabF-(A2), pues la combinación de aminoácidos presentes 
en el dominio VabF-(A1) no corresponde con ninguna asignación conocida (Tabla IV.7). El 
resultado obtenido para VabF-(A2) concuerda con el alto grado de homología entre el 
235 236 239 278 299 301 322 330 331 517
GrsA D A W T I A A I C K
VabE-(A) P L P A Q G V V N K
DHBA/Salicilato P L P A Q G V V S K
VabF-(A1) D A W D L G F V D K
  ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
VabF-(A2) D V W H F S L V D K
Serina D V W H L S L I D K




extremo C-terminal de VabF y EntF de E. coli, una NRPS que incorpora serina a la 
enterobactina en formación (Reichert et al., 1992).  
Hasta el momento, la vancrobactina estaría constituida por DHBA, un compuesto 
indeterminado y serina. Para asegurar estas asignaciones y predecir la naturaleza del 
componente indeterminado, se procedió al análisis filogenético de la región que constituye 
el Substrate binding pocket de los dominios de adenilación (residuos comprendidos entre la 
posición 190 y 331 de GrsA) (Stachelhaus et al., 1999). Se alinearon los Substrate binding 
pocket de nuestros proteínas, VabE-(A), VabF-(A1) y VabF-(A2), junto a 410 dominios de 
adenilación obtenidos de las bases de datos UniProt/TrEMBL/SWISS-PROT (Boeckmann et 
al., 2003; Apweiler et al., 2004). Con el alineamiento obtenido, se realizó un árbol 
filogenético de Neighbour-Joining siguiendo la metodología descrita por Di Vincenzo et al. 
(2005). Posteriormente se realizó una extensa búsqueda bibliográfica para conocer el 
sustrato incorporado por cada uno de los dominios que se agrupan en la misma rama o en 
ramas cercanas a VabE-(A), VabF-(A1) y VabF-(A2). En la Figura IV.8 se muestra una 
reducción del árbol inicial, donde se ven nuestros dominios agrupados junto a aquellos en 
los que se conoce el sustrato. VabE-(A) se agrupa en una rama con los dominios de 
adenilación que incorporan DHBA o salicilato (valores de bootstrap de 66%). Esta rama se 
divide en dos subgrupos: un subgrupo está compuesto por VabE-(A) junto a proteínas con 
actividad DHBA-AMP ligasa (bootstrap del 68%) como EntE de E. coli y VibE de V. cholerae; el 
otro subgrupo contiene proteínas con actividad Salicilato-AMP ligasa. Aunque los valores de 
bootstrap no son demasiado altos, confirma la asignación realizada mediante el código no 
ribosómico. Por otro lado, VabF-(A2) se agrupó junto a dominios con especificidad por serina 
(bootstrap de 96%) y comparte rama con los dominios de adenilación presentes en EntF de 
E. coli y Shigella sonnei, así como con los dominios A1 y A2 de la proteína SyrE de 
Pseudomonas syringae. Con este método se pudieron confirmar los substratos utilizados por 
VabE-(A) y VabF-(A2) (DHBA y Serina), pero la especificidad que más nos interesó predecir es 
la de VabF-(A1). 
Como se muestra en la Figura IV.8, VabF-(A1) se agrupa, con valores de bootstrap de 
95% o superior, junto a dominios con especificidad por compuestos como la ornitina o lisina. 
Los dominios de adenilación con afinidad por compuestos de cadenas hidrocarbonadas 




largas con carga positiva como la ornitina, lisina y arginina forman lo que se considera una 
misma familia de substrate binding pocket (Rausch et al., 2005); así, un aminoácido o 




Figura IV.8: Árbol filogenético Neighbour-Joining, construido a partir de las secuencias de 
aminoácidos de 56 dominios de adenilación con especificidad por sustrato conocido. Los dominios 
más cercanos a VabE (VabE-(A) y VabF (VabF-(A1) y VabF-(A2)) se nombran con especie, proteína 
y sustrato entre paréntesis. 




2.3.2 Determinación química 
Para la determinación de la estructura química de la vancrobactina se obtuvieron 
sobrenadantes ricos en sideróforo a partir de cultivos de la cepa RV22 de V. anguillarum. 
Posteriormente, se realizó un trabajo exhaustivo de aislamiento y purificación en el que se 
exploraron numerosas vías metodológicas hasta obtener una fracción pura de vancrobactina 
(ver materiales y métodos). Este trabajo se realizó en colaboración con el grupo de 
investigación del profesor Carlos Jiménez, del Departamento de Química Fundamental de la 
Universidad de A Coruña. Nuestro trabajo se ciñó a suministrar los sobrenadantes iniciales y 
a la determinación de la actividad química y biológica de las fracciones obtenidas durante los 
procesos de purificación. Disponer de una hipótesis biológica de la estructura de la 
vancrobactina, a partir del estudio de los genes de síntesis, fue muy útil en el proceso de 
aislamiento y en la interpretación de los datos referentes a la estructura química. 
Con el extracto de vancrobactina pura obtenido, el grupo de investigación del profesor 
Carlos Jiménez procedió a la determinación estructural del compuesto. Con las diferentes 
técnicas utilizadas se calculó un peso molecular para la vancrobactina de 398,1658 g/mol, 
valor que equivale a una fórmula química de C16H24N5O7, que se corresponde con N-[N´-(2,3-
dihidroxibenzoil)-arginil]-serina (Figura IV.9) (Soengas et al., 2006). 
Los datos de la estructura de la vancrobactina, junto con los obtenidos del análisis de 
mutantes por delección de cada uno de los genes, demuestran que VabE, VabB y VabF 
forman los módulos necesarios para el ensamblaje del sideróforo a partir de DHBA, arginina 
y serina. Por tanto, en el cluster de genes vab están presentes todas las funciones 
















Figura IV.9: Estructura de la vancrobactina  
(N-[N´-(2,3-dihidroxibenzoil)-D-arginil]-L-serina). 




2.3.2.1 Determinación del estereoisómero natural 
Una vez determinada la estructura, el siguiente objetivo que se planteó fue la 
determinación de la quiralidad de la vancrobactina natural, ya que se ha demostrado que en 
el reconocimiento por los microorganismos la quiralidad y la forma del complejo hierro-
sideróforo es de suma importancia. Se sabe también que la reducción del espacio 
conformacional aumenta la eficiencia del enlace con el metal (Stack et al., 1993).  
Mediante síntesis química se obtuvieron las tres posibles configuraciones funcionales 
de los aminoácidos arginina y serina (LL, LD y DL) y a continuación se estudiaron los 
espectros de absorción y la actividad biológica de cada uno de ellos. En el análisis 
electroforético, el estereoisómero DL sintetizado químicamente mostró el mismo tiempo de 
retención que la vancrobactina nativa (Figura IV.10), lo que demuestra que la conformación 
absoluta de la vancrobactina nativa es N-[N´-(2,3-dihidroxibenzoil)-D-arginil]-L-serina 
(Soengas et al., 2007). Sin embargo, aunque la vancrobactina en configuración DL mostró 
una mayor actividad biológica, los tres estereoisómeros (LL, LD y DL) fueron capaces de 
promover eficientemente el crecimiento de V. anguillarum RV22 en condiciones de déficit 
de hierro (Figura IV.11). De estos resultados se deduce que la quiralidad no es una cuestión 
limitante en el reconocimiento del complejo hierro-vancrobactina por parte del receptor de 
la vancrobactina en V. anguillarum. 
 
 
Figura IV.10: Cromatograma y tiempos de retención obtenidos con el 
extracto de vancrobactina purificada a partir de sobrenadantes y los 
isómeros sintéticos ensayados. 










Figura IV.11: Prueba de actividad biológica de 
isómeros sintéticos de vancrobactina en 
configuración LL, LD y DL, referida a los 
aminoácidos que la forman, arginina y serina. 
 
2.4 Activación de los dominios transportadores: vabD 
En las NRPS, el sustrato activado por el dominio de adenilación se transfiere a la 
cisteína terminal del grupo fosfopanteteinil (4´-PP), que actúa como cofactor de los dominios 
transportadores (ArCP y PCP). Durante el proceso de síntesis, estos dominios anclan los 
grupos arilo o peptidilo de la estructura en formación a la NRPS. Por tanto, para que VabB y 
VabF sean funcionales, es necesaria la activación previa de sus dominios ArCP y PCP. En la 
activación de los dominios transportadores participa una proteína con actividad 
fosfopanteteinil transferasa (PPTasa), que une covalentemente el grupo fosfopanteteinil a 
un residuo de serina conservado (Figura IV.12).  
 
 
Figura IV.12: Reacción catalizada por la fosfopanteteinil transferasa. 
 
Según la relación de homologías, vabD podría codificar una proteína con actividad 
PPTasa (Tabla IV.2), de tal manera que la deleción de este gen implicaría la pérdida total de 
actividad de la NRPS. Para demostrar esta hipótesis se construyó el correspondiente 




mutante ∆vabD (MB67) y se analizó, mediante la realización de curvas de crecimiento y 
pruebas de CAS y Arnow, su capacidad de crecimiento y producción de sideróforo.  
Bajo condiciones de disponibilidad de hierro este mutante no vio afectada su 
capacidad de crecimiento. Sin embargo, en condiciones de déficit de hierro se evidenció que 
esta cepa era incapaz de crecer (Figura IV.13b). Si el fenotipo está provocado por la 
inactivación de las NRPS, es predecible la acumulación de DHBA. Los valores obtenidos 
utilizando las pruebas de CAS y Arnow respaldaron esta hipótesis. Mientras que el ensayo de 
CAS fue negativo, el test de Arnow fue positivo (Figura IV.13c y IV.13d). Así, parece que el 
mutante MB67 sintetiza con normalidad el DHBA, pero no es capaz de producir el sideróforo 
final a partir de sus precursores: DHBA, arginina y serina. Estas observaciones fueron 
respaldadas por los resultados obtenidos con los bioensayos (Tabla IV.8), pues MB67 
(∆vabD) promueve el crecimiento del mutante MB10 (∆vabC). Esto se debe a que el mutante 
MB67, incapaz de sintetizar vancrobactina, acumula DHBA, que puede ser utilizado por la 
cepa MB10 para sintetizar vancrobactina y así sustentar su propio crecimiento (conviene 
recordar que MB10, aunque no sintetiza DHBA, tiene intacta la maquinaria de ensamblaje). 
Los bioensayos muestran además que MB67 (∆vabD) no puede promover el crecimiento de 
MB14 (∆vabF), que puede utilizar la vancrobactina como fuente de hierro (Tabla IV.8), 
observación que confirma que el mutante vabD es incapaz de sintetizar el sideróforo final. La 
fosfopanteteinil transferasa descrita en V. cholerae, VibD, también es esencial para la 
síntesis de vibriobactina, además, en esta especie se ha comprobado que el gen homólogo 
descrito en E. coli, entD, es capaz de complementar su función cuando se introduce en un 
plásmido en un mutante de vibD de V. cholerae (Wyckoff et al., 2001). 
Los resultados obtenidos demuestran que vabD es un gen esencial para la producción 
de vancrobactina, ya que su pérdida inactiva el proceso de ensamblaje del sideróforo 
realizado por las NRPS VabE, B y F. Todos estos datos sugieren que VabD es la PPTasa 
necesaria para la activación de los dominios transportadores presentes en VabB y VabF 









     
Figura IV.13: Crecimiento en condiciones de (a) disponibilidad y (b) restricción de 
hierro, (c) producción de sideróforo (CAS) y (d) producción de DHBA (Arnow) de 
la cepa mutante MB67 y de la cepa RV22 de V. anguillarum. ∅ indica el 




Tabla IV.8: Resultados de los experimentos de alimentación cruzada 
utilizando los mutantes MB54 (∆vabG), MB67 (∆vabD), MB10 (∆vabC), y 
MB14(∆vabF) como cepas indicadoras. La cepa RV22 de V. anguillarum se 




MB54 (ΔvabG ) MB67 (ΔvabD ) MB10 (ΔvabC ) MB14 (ΔvabF )
RV22 + + + +
MB54 (ΔvabG ) NA (+) (+) (+)
MB67 (ΔvabD ) + NA + -
MB10 (ΔvabC ) + - NA -





Capacidad para promover el crecimiento de:




2.5 Aumento de la disponibilidad de corismato: vabG 
El gen vabG codifica una posible DAHP sintasa (Tabla IV.2), enzima clave en la 
regulación de la ruta del siquimato, que es el punto de partida de numerosas rutas de 
metabolitos secundarios (Hodgson, 2000). La estricta regulación de la ruta del siquimato 
hace que no haya apenas corismato disponible para alimentar al metabolismo secundario. 
Esta regulación se ejerce tanto a nivel transcripcional (Pittard et al., 2005) y traduccional 
(Yanofsky, 2000), como por regulación alostérica por producto final (Panina et al., 2001; 
Pittard et al., 2005). En las Gamma-proteobacterias se han identificado tres isoenzimas de la 
DAHP sintasa: AroF, AroG y AroH, que responden por retroalimentación negativa a la 
concentración final de un determinado aminoácido (tirosina, fenilalanina y triptófano 
respectivamente) (Camakaris & Pittard, 1974; Panina et al., 2001; Panina et al., 2003), 
ajustando de forma precisa las cantidades del producto final y de sus intermediarios. La 
vancrobactina contiene en su estructura una molécula de 2,3-DHBA, compuesto que engarza 
la síntesis de sideróforos con el metabolismo general ya que, como hemos visto, el 2,3-DHBA 
deriva del corismato, uno de los intermediarios de la ruta del siquimato. Esta es la razón por 
la que se necesitarían isoenzimas específicas de DAHP sintasas destinadas a la producción de 
este tipo de metabolitos secundarios. Estas isoenzimas se escaparían de la regulación 
general de la ruta del siquimato y aumentarían la disponibilidad de corismato bajo 
condiciones específicas. 
Para comprobar la relación funcional de vabG con la producción de sideróforo en V. 
anguillarum se construyó un mutante por deleción de dicho gen. MB54 (∆vabG) está 
afectado de forma drástica en su capacidad de crecimiento en condiciones de déficit de 
hierro, mientras que los niveles de crecimiento en condiciones de disponibilidad de hierro 
son similares a los de la cepa parental RV22 (Figura IV.14a y IV.14b). La producción de 
sideróforo y DHBA se analizó mediante la prueba de CAS y el test de Arnow. Los resultados 
muestran que en los sobrenadantes de MB54 (∆vabG) no se hallan estos compuestos en 
cantidades significativas (Figura IV.14c y IV.14d). 
 





Figura IV.14: Crecimiento en condiciones de (a) disponibilidad y (b) restricción de 
hierro, (c) producción de sideróforo (CAS) y (d) producción de DHBA (Arnow) de 
la cepa mutante MB54 y de la cepa RV22 de V. anguillarum. ∅ indica el 
crecimiento de RV22 sin añadir quelante o fuente de hierro alguna. 
 
Para establecer si la reducción en la producción de vancrobactina es total o parcial y si 
es posible acotar con más exactitud la función de este gen, se realizaron experimentos de 
alimentación cruzada, utilizando como cepas indicadoras diferentes mutantes de los genes 
vab (Tabla IV.8). Sorprendentemente, se observó que la síntesis de DHBA no está totalmente 
suprimida. MB54 (∆vabG) es capaz de inducir bajos niveles de crecimiento del mutante 
MB14 (∆vabF), que sólo puede utilizar vancrobactina como fuente de hierro. De modo 
similar, MB54 induce el crecimiento del mutante MB10 (∆vabC), que puede utilizar tanto 
vancrobactina como DHBA.  
El hecho de que MB54 (∆vabG) sintetice cantidades traza de vancrobactina, confirma 
la hipótesis de que VabG es la DAHP sintasa encargada de proporcionar la cantidad extra de 
corismato necesario para alimentar la ruta de síntesis del sideróforo, si bien la existencia de 
isoenzimas del metabolismo general (homólogos de AroF, AroG y AroH) imposibilita que el 
bloqueo de la síntesis de sideróforos sea total. Además, recientemente se han evidenciado 




interconexiones entre las rutas de síntesis de aminoácidos y las específicas de sistemas de 
captación de hierro. En Bacillus subtilis se han encontrado 11 genes relacionados con la 
síntesis de aminoácidos, que aumentan su expresión más de un 40% durante el crecimiento 
en condiciones de privación de hierro. Estos genes intervienen asimismo en la producción de 
precursores del sideróforo bacilibactina (treonina, glicina o DHBA) (Miethke et al., 2006).  
Aunque ya se han encontrado otras DAHP sintasas incluidas en clusters de síntesis de 
sideróforos (Osorio et al., 2006), este es el primer caso donde se evidencia una relación 
funcional entre genes de síntesis de sideróforos y las DAHP sintasas. Más adelante, cuando 
describamos la regulación del sistema, intentaremos aportar más datos a este respecto. 
2.6 Modelo de biosíntesis de la vancrobactina 
En apartados anteriores hemos expuesto los resultados obtenidos en cuanto a la 
estructura de la vancrobactina y a la función de los genes que intervienen en su síntesis 
(vabABCEFD). Con todo ello, y teniendo en cuenta las rutas de biosíntesis propuestas para 
sideróforos del mismo tipo, como la enterobactina o la anguibactina (Crosa & Walsh, 2002), 
proponemos una posible ruta de síntesis (Figura IV.15a y IV.15b).  
La síntesis de un sideróforo de tipo catecol comienza con la conversión de corismato 
en DHBA. Aunque desde un punto de vista estricto, las DAHP sintasas no se considerarían 
parte de esta ruta, VabG demostró ser esencial para el crecimiento de la cepa RV22 en 
condiciones de déficit de hierro. Una vez dispuesto el exceso de corismato necesario, 
comenzaría la síntesis del sideróforo propiamente dicha. De acuerdo con los datos 
presentados en apartados anteriores y con las funciones asignadas a los genes entC, B y A de 
E. coli (Walsh et al., 1990; Earhart, 1996), en V. anguillarum la isocorismato sintasa, 
isocorismatasa y 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato dehidrogenasa necesarias para la síntesis 
de DHBA las codifican vabC, B y A respectivamente (Figura IV.15a). 
Tras la síntesis del DHBA, es necesaria la intervención de una 2,3-dihidrobenzoato-
AMP ligasa para activar dicho compuesto y comenzar el proceso de ensamblaje (Crosa & 
Walsh, 2002). La proteína codificada por vabE es la que cumple esta función; selecciona y 
activa por adenilación el DHBA recién sintetizado y lo deja unido al dominio transportador 
(dominio ArCP) de VabB. VabB es una enzima bifuncional, que interviene en la biosíntesis de 




DHBA con su dominio isocorismatasa y en el ensamblaje del sideróforo con su dominio ArCP. 
De este modo, VabE y VabB formarían el módulo de iniciación de la cadena de ensamblaje 
por NRPS de la vancrobactina (Figura IV.15b). 
Los dominios de adenilación de las NRPS son los encargados de seleccionar el amino- o 
carboxi- ácido a incorporar (Crosa & Walsh, 2002). En la activación de DHBA ya ha actuado el 
primero de ellos, VabE. A partir de los datos estructurales mencionados anteriormente, se 
deduce que el dominio VabF-(A1) activaría un residuo de arginina y lo uniría mediante un 
enlace tioéster al dominio PCP de su módulo. Posteriormente, el dominio de condensación 
catalizaría la unión entre el DHBA anclado al ArCP de VabB y la arginina unida al primer PCP 
de VabF. El resultado de la acción de este módulo es un 2,3-dihidroxibenzoil-arginina 
anclado en el VabF-(PCP1) (Figura IV.15b).  
Después de la primera reacción de elongación actuaría el segundo módulo de VabF, 
que es precisamente la región que guarda más homología con EntF de E. coli (Reichert et al., 
1992). El dominio VabF-(A2) activaría una serina y la incorporaría a la estructura en 
formación por medio del dominio de condensación (VabF-(C2)). Finalmente, el monómero 
de 2,3-dihidroxibenzoil-arginina-serina (vancrobactina) se liberaría en el citoplasma gracias a 












Figura IV.14: Modelo de síntesis 
propuesto para la vancrobactina. 
(A) Síntesis de DHBA. (B) 
Proceso final de ensamblaje. La 
flecha con los números 1 y 2 
representa las reacciones de 
condensación necesarias para 
ensamblar el compuesto, 3 
representa la reacción que libera 
al citoplasma la vancrobactina 
recién sintetizada. 




3. Transporte de hierro-vancrobactina 
El cluster de la vancrobactina incluye dos orfs, fvtA y orf13, que codificarían proteínas 
homólogas a miembros de la familia de receptores dependientes de TonB, concretamente 
receptores de sideróforos de tipo catecol, como la enterobactina o vibriobactina, descritos 
en diferentes especies de vibrios (Tabla IV.3). El alineamiento de las secuencias de 
aminoácidos de FvtA y ORF13 con homólogos descritos previamente en otros vibrios permite 
localizar los motivos conservados que definen a esta familia de receptores. En el extremo N-
terminal se localiza el motivo conservado que participa en la interacción del receptor con la 
proteína TonB. Este motivo está presente en ambas proteínas, FvtA (DETVVVVGE) y ORF13 
(METLVVTAS) y se denomina caja TonB (Los residuos subrayados corresponden con los 
aminoácidos conservados en todos los receptores de tipo TonB) (Lundrigan & Kadner, 1986; 
Gudmundsdottir et al., 1989; Nau & Konisky, 1989). Además, la mayoría de los receptores 
poseen una secuencia conservada en el extremo C-terminal que interviene en el correcto 
ensamblaje del receptor en la membrana externa (Funahashi et al., 2002). Esta secuencia 
está presente en ORF13 y FvtA, así como en otros receptores dependientes de TonB que 
median la captación de sideróforos o grupo hemo descritos en una gran variedad de vibrios 
(Tabla IV.9). Por todo ello consideramos que dichos genes podrían intervenir en el proceso 
de transporte de vancrobactina al interior celular. 
3.1 Determinación del receptor de vancrobactina 
Tanto fvtA como orf13 forman parte del cluster de genes vab por lo que ambos son 
candidatos a codificar el receptor de membrana externa que transporte el complejo hierro-
vancrobactina. Para evaluar la relación funcional de cada uno de los posibles receptores con 
el transporte del sideróforo, se siguió la misma metodología que para los genes anteriores. 
Obtuvimos mutantes individuales y combinados de cada uno de ellos y se evaluó la 
capacidad de estos mutantes para crecer en condiciones de déficit de hierro comparándola 
con la cepa salvaje y el mutante de biosíntesis MB11 (∆vabB). 
 
 





Tabla IV.9: Comparación de los 11 aminoácidos del extremo 
C-terminal de FvtA y ORF13 con otros receptores de 
sideróforos y grupo hemo de tipo TonB descritos en vibrios. 
Esta región representa una barrera de laminas-β anfipática 
con residuos hidrofóbicos en las posiciones 1 
(preferentemente una fenilalalina), 3, 5, 7 y 9 y una arginina 




Al crecer los mutantes MB84 (∆fvtA), MB70 (∆orf13) y MB90 (∆fvtA-∆orf13) en 
condiciones de exceso de hierro no hubo diferencias significativas entre ellos ni con la cepa 
parental RV22 (Figura IV.16). Sin embargo, en condiciones restrictivas de hierro (CM9 
suplementado con 10 µM de EDDA) el mutante defectivo MB84 (∆fvtA) fue incapaz de 
crecer, siendo su fenotipo equiparable al fenotipo del mutante no productor de 
vancrobactina (MB11). Por el contrario, el mutante MB70 (∆orf13) no vio afectada en modo 
alguno su capacidad de crecimiento. El doble mutante MB90 (∆fvtA-∆orf13) muestra un nivel 
de afección similar a los mutantes sencillos MB94 (∆fvtA) y MB11 (∆vabB). 
Al analizar la producción de sideróforo se comprobó que los fenotipos de las cepas 
MB84 y MB90 no estaban relacionados con la incapacidad de producir vancrobactina. De 
hecho en el mutante ∆fvtA el nivel de producción de sideróforo, analizado mediante el test 
de CAS, aumentó un 50% respecto a la cepa salvaje y al mutante MB70 (∆orf13). A una DO600 
de 0,6 la cepa salvaje y la MB70 (∆orf13) alcanzaron valores de -0,2, mientras que MB84 
(∆fvtA) alcanzó valores de -0,3 o inferiores (valores más negativos indican mayor producción 
de sideróforos). Con el mutante de biosíntesis MB11 (∆vabB), utilizado a modo de control 
aa Proteína Especie
653 R T F G I V A D Y Q F FvtA V. anguillarum
640 R R Y W F A I N T S F ORF13 V. anguillarum
716 R T V M L S A T A D F FatA V. anguillarum
716 R N Y A I T A K Y E F HuvA V. anguillarum
668 A E F M L S Y G Y Q F PsuA V. alginoliticus
692 R S Y T L D L N Y Q F PvuA V. alginoliticus
690 R S A V L S A N Y R W FhuA V. cholerae
642 R R Y W L G L D I A F IrgA V. cholerae
683 R N F G I T A K Y E F HutA V. cholerae
677 R M I G A S V Q L N F ViuA V. cholerae
702 R N Y N I S V K Y E F HupA V. vulnificus
677 R M I G A S L Q L N F VuuA V. vulnificus
695 R T F T L N Y Q V K F IutA V. orientalis
Motivo




negativo bajo estas mismas condiciones, se obtuvieron valores de tan sólo -0,015. El 
aumento en la producción de sideróforo detectable en los sobrenadantes de los mutantes 




Figura IV.16: Crecimiento de RV22 y mutantes de transporte MB70, MB84 y MB90, 
comparados con la cepa no productora de vancrobactina MB11 (vabB), en condiciones de 
exceso y déficit de hierro. Se muestra también el crecimiento del mutante MB84 
complementado con el gen fvtA salvaje. 
 
Tenemos que resaltar que al utilizar con las cepas defectivas en el gen fvtA las 
condiciones de déficit de hierro empleadas en el análisis de los genes de biosíntesis (CM9 
con 5 µM de EDDA) se observan fenotipos intermedios si los comparamos con el fenotipo de 
la cepa no productora de vancrobactina MB11 (Figura IV.16). Este fenotipo intermedio se 
podría atribuir a la existencia de una segunda vía de entrada ineficiente que, al aumentar la 
producción de vancrobactina, sea capaz de sustentar cierto crecimiento. Por este motivo, se 
decidió aumentar la concentración de EDDA a 10 µM (Figura IV.16). Con esta concentración 
la cepa salvaje creció con total normalidad mientras que las cepas MB84 y MB90, ambas 
mutantes ∆fvtA, y MB11 presentaron fenotipos equivalentes.  
Al complementar la cepa MB84 (∆fvtA) con una copia intacta del gen fvtA y su 
promotor (plásmido pMB54) se recuperó la capacidad de crecer en déficit de hierro (Figura 
IV.16). Estos resultados evidencian que FvtA desempeña un papel clave en la internalización 
de hierro-vancrobactina, mientras que el ORF13 no parece estar relacionado con el 
transporte de este sideróforo. 




En las bacterias Gram-negativas, la mayoría de los receptores relacionados con la 
captación de hierro tienen un peso molecular de 70 KDa a 80 KDa. Para visualizar el producto 
de la expresión de fvtA y orf13, se migraron extracciones de proteínas de membrana externa 
en un gel SDS-PAGE realizadas tras cultivar los diferentes mutantes en condiciones de déficit 
y en disponibilidad de hierro. En la Figura IV.17 vemos cómo en el rango de tamaños 
esperado (70 KDa – 80 KDa) se inducen en condiciones de déficit de hierro cuatro bandas. 
Una de ellas (marcada con una flecha), está presente en todas las cepas menos en los 
mutantes defectivos en el gen fvtA, cepas MB84 (∆fvtA) y MB90 (∆fvtA-∆orf13). Esta banda 
reaparece en la cepa MB84 complementada con el plásmido pMB54 (portador de promotor 
y fvtA completos), por tanto esta banda podría corresponderse con el producto de expresión 
del gen fvtA (la predicción del peso molecular de FvtA es de 78 KDa). Por el contrario, el 
patrón de bandas del mutante ∆orf13 (MB70) es idéntico al de la cepa parental, además el 
doble mutante ∆fvtA-∆orf13 (MB90) presenta el mismo patrón que el mutante sencillo ∆fvtA 
(MB84) (la predicción del peso molecular de ORF13 es 71 KDa). Este resultado, junto con los 
resultados negativos al intentar detectar por RT-PCR el tránscrito de orf13 (Figura IV.26, pag. 
142), sugiere que este gen no se está expresando. Las otras bandas inducidas en déficit de 
hierro, con tamaños cercanos a FvtA, pueden ser atribuidas a otros receptores de membrana 
externa, como el receptor de hemo HuvA (ca. 79 kDa) (Mouriño et al., 2004) o receptores de 
sideróforos exógenos como el ferricromo (ver apartado IV 7.2). 
 
 
Figura IV.17: Proteínas de membrana externa en condiciones de suficiencia y déficit de hierro. 
 




De los datos aportados, se puede concluir que en el proceso de transporte hacia el 
citoplasma del complejo hierro-vancrobactina el gen fvtA desempeña un papel crucial. Sin 
embargo nada podemos deducir sobre la función de orf13, ya que parece que éste no se 
está expresando al menos en las condiciones estudiadas. 
4. Otros elementos del sistema 
La utilización de un sistema de sideróforos requiere, además de un mecanismo de 
síntesis, la existencia de una maquinaría específica para secretar el sideróforo al medio 
extracelular, recuperar el complejo hierro-sideróforo y finalmente poder utilizar el hierro 
captado. En los próximos apartados se describirán las proteínas codificadas en el cluster de 
genes vab relacionadas con estos procesos. 
4.1 Secreción de vancrobactina: VabS 
VabS es una proteína de 437 aa homóloga a transportadores de membrana 
relacionados con resistencia a fármacos, que pertenecen a la superfamilia MFS (Major 
Facilitator Superfamily) dependientes de la fuerza protón-motriz (Tabla IV.2). 
Concretamente VabS sería un miembro de la familia de transportadores con 12 motivos 
transmembrana que delimitan un poro central (12-TMS) (Paulsen et al., 1996). En relación a 
la secreción de sideróforos, la proteína mejor caracterizada es EntS (P43) de E. coli, 
codificada por un gen que forma parte del operón de la enterobactina (Furrer et al., 2002). 
Utilizando el programa TMHMM (Tusnady & Simon, 2001) se realizó la predicción de los 
motivos transmembrana de VabS. Al compararlos con los presentes en EntS, se detectó la 
ausencia del TMS décimoprimero en la proteína VabS (Figura IV.18). La ausencia de este 
motivo transmembrana se ha descrito en otros miembros de esta familia, por ejemplo en el 
exportador de sideróforos de Acinetobacter baumannii denominado P45 (Dorsey et al., 
2003). 
 






La predicción de las estructuras transmembrana permitió localizar en VabS los motivos 
conservados que caracterizan a este grupo de transportadores, en especial los motivos que 
definen la familia (motivo A, B, C y D2) (Tabla IV.10). El motivo A, localizado entre los 
segmentos transmembrana (TMS) 2 y 3, está muy conservado en todas las familias de MFS 
(Pao et al., 1998) y desempeña un papel importante en el proceso de apertura y cierre del 
canal (Jessen-Marshall et al., 1995). El motivo B situado en el TMS 4 se ha relacionado con el 
transporte de protones (Paulsen et al., 1995). El motivo C, localizado en el TMS 5, está 
presente sólo en los transportadores de resistencia a fármacos y se relaciona con la 
direccionalidad del transporte (Griffith et al., 1992). El motivo D2 localizado en el TMS 1 
tiene una función indeterminada. Por último se localizó el motivo G presente sólo en las 
proteínas de esta familia de 12 TMS; es una duplicación C-terminal del Motivo C que se 
Figura IV.18: Análisis comparativo de los 
motivos transmembrana de VabS de V. 
anguillarum (A), EntS de E. coli (B) y 
P45 de A. baumani (C). Las columnas 
negras representan los motivos 
transmembrana. I (inside) y O (outside) 
indican la localización de esa región de 
aminoácidos respecto a la membrana 
celular. 




localiza en el TMS 11. Ambos motivos cumplirían funciones similares aunque esto no ha sido 
comprobado (Paulsen et al., 1995).  
 
Tabla IV.10: Motivos conservados característicos de los exportadores de la familia MFS con 





Figura IV.19: Crecimiento en condiciones de (a) disponibilidad y (b) restricción de 
hierro, (c) producción de sideróforo (CAS) y (d) producción de DHBA (Arnow) de 
la cepa mutante MB6 (∆vabS) y de la cepa RV22 de V. anguillarum. ∅ indica el 
crecimiento de RV22 sin añadir quelante o fuente de hierro alguna. 
 
La cepa defectiva para el gen vabS (MB6) mostró una severa reducción en su capacidad 
de crecer en déficit de hierro. A diferencia del fenotipo descrito en los mutantes de genes de 
biosíntesis analizados anteriormente, la cepa MB6 (∆vabS) mantiene el 50% de la tasa de 
crecimiento original (Figura IV.19). Los niveles de producción de sideróforo cuantificados en 
el mutante (por el método de CAS) se acercan a los detectados en la cepa salvaje, sin 
Proteína Motivo D2 Motivo A Motivo B Motivo C Motivo G
P43 LGLLGVAVPVQI GVLADRYERKKVI IYLLGLWDGFSAS GSVISPMIGGLL GDAIGAA
VabS LGMMTVAVPIQI GVLADKYDRRRLI LYILSVWDGFFGA GMVLSPAIGGLL GDSIGAL
Consenso LGxxxxx*PVxP GxLaDrxGrKxxI LxxxRxxqGxgaa gxxxGPxxGGxL GxxxGPL




embargo los valores del test de Arnow llegan a ser sensiblemente superiores (Figura IV.19c y 
IV.19d). De estos resultados se deduce que el mutante MB6 (∆vabS) mantiene los niveles de 
actividad quelante de hierro a base de aumentar significativamente la producción de 
vancrobactina. 
Un fenotipo similar al de la cepa MB6 (∆vabS) se ha descrito en E. coli entSˉ (Furrer et 
al., 2002). Este mutante es incapaz de secretar eficientemente enterobactina, lo que reduce 
su tasa de crecimiento en condiciones de déficit de hierro. El crecimiento de E. coli entSˉ se 
sustenta en la utilización de uno de los productos de degradación de la enterobactina, el 2,4-
dihidroxibenzoil-serina (DBS) a modo de sideróforo. En la célula, una vez terminado el 
proceso de síntesis de enterobactina, ésta se secreta por medio de un mecanismo de 
transporte específico. Si se produce una acumulación intracelular la enterobactina quelaría 
el hierro endógeno desencadenándose un proceso de muerte celular. Para evitar esto, Fes 
(esterasa de enterobactina) hidroliza el complejo hierro-enterobactina intracelular 
generando trímeros, dímeros y monómeros lineales de DBS (Furrer et al., 2002). Estos 
compuestos atraviesan la membrana celular, y aunque tienen menor afinidad por el hierro, 
pueden ser utilizados como sideróforos alternativos al mantener cierta actividad quelante de 
hierro; además, se transportan eficientemente por el receptor de enterobactina (Hantke, 
1990; Rabsch et al., 2003). Una situación análoga podría suceder en el mutante MB6 
(∆vabS). Si esta hipótesis es correcta, un precursor o producto de degradación de la 
vancrobactina estaría actuando a modo de sideróforo alternativo. Los valores de CAS y 
Arnow obtenidos con el mutante MB6 (∆vabS) se corresponden con la existencia de un 
compuesto de tipo sideróforo pero de menor eficiencia, alcanzándose así valores parecidos 
de actividad quelante de hierro (CAS) a base de aumentar su cantidad (Arnow), 
sustentándose así cierto crecimiento. Esto se refleja en el mutante MB6 en unos valores de 
CAS equiparables a los de la cepa salvaje pero con un aumento significativo en la producción 
de DHBA/vancrobactina. 
Todos estos resultados indican que vabS es necesario para el crecimiento normal de la 
cepa RV22 en condiciones de déficit de hierro. Analizando la secuencia de aminoácidos de la 
proteína y el fenotipo del mutante MB6 (∆vabS) pensamos que su función podría estar 
relacionada con el proceso de secreción de vancrobactina. 






Figura IV. 20: Valores de crecimiento, CAS 
y Arnow alcanzados tras 20 h de 
crecimiento por la cepa parental RV22 y la 
cepa mutante MB19 junto a la cepa mutante 
complementada con el gen salvaje. 
4.2 Utilización del complejo hierro-vancrobactina: VabH  
Una vez recuperado el hierro-sideróforo 
del medio extracelular el Fe
+3
 debe liberarse del 
sideróforo como paso previo indispensable para 
su utilización o almacenamiento. Por su similitud 
con numerosas esterasas de hierro-sideróforo, 
VabH es la candidata a realizar esta función en el 
sistema de la vancrobactina. El mutante 
obtenido al delecionar vabH (MB19) fue incapaz 
de crecer en déficit de hierro, aunque tanto el 
test de Arnow como el de CAS dieron reacciones  
positivas (Figura IV.20). De los resultados 
obtenidos se deduce que el fenotipo de MB19 no 
está relacionado con la incapacidad de sintetizar 
sideróforo, sino que sería una cepa que produce 
vancrobactina de modo normal pero es incapaz 
de utilizarla. De hecho se detectó la presencia de 
vancrobactina en el sobrenadante de este 
mutante mediante técnicas de espectrometría de 
masas (HPLC-ESI-TOF). 
Al complementar la cepa mutante MB19 
(vabH) con el plásmido pMB16, que contiene el 
promotor y el gen vabH parental, se recuperaron 
las tasas de crecimiento y producción de 
sideróforo (Figura IV.20). Los valores obtenidos 
con la cepa complementada fueron 
indistinguibles de la cepa RV22 salvaje, lo que 
confirma que el fenotipo registrado se debió 
exclusivamente a la deleción del gen vabH y no a 
efectos polares. 




En E. coli, el complejo hierro-enterobactina es degradado por una esterasa específica 
(Fes) (Brickman & McIntosh, 1992; Furrer et al., 2002). La predicción del péptido codificado 
por vabH es una proteína de 401 aa que guarda una similitud del 53% con Fes (Tabla IV.3). 
Sin embargo otros homólogos descritos no son esenciales para la utilización del hierro, este 
es el caso de CbsH, relacionada con la degradación de la crisobactina producida por Erwinia 
chrysanthemi (Rauscher et al., 2002). En los procesos de utilización de los hierro-sideróforos 




, haciendo que el sideróforo 
pierda afinidad por el hierro quedando disponible para su metabolización (Fischer et al., 
1990).  
El drástico efecto de la mutación de vabH en la cepa RV22 sugiere que el proceso de 
liberación del hierro se produce fundamentalmente por degradación del complejo hierro-
vancrobactina, proceso en el que participaría VabH. En el caso concreto de la utilización del 
complejo hierro-vancrobactina, la acción de ferri-reductasas parece desempeñar un papel 
secundario, aunque tampoco se puede descartar la participación de este tipo de enzimas, 
identificadas previamente en V. anguillarum RV22 (Mazoy & Lemos, 1996). 
4.3 Influencia de VabR sobre la producción de vancrobactina 
El gen vabR codifica una proteína homóloga a la familia de factores transcripcionales 
LTTR, típicos de procariotas, que se unen al DNA cuando está presente un coinductor (Schell, 
1993). VabR es una proteína de 286 aminoácidos que contiene en su extremo N-terminal la 
característica estructura de unión al DNA hélice-vuelta-hélice y entre los aminoácidos 61 y 
278 un posible dominio de unión a ligando. El mutante por delección de vabR (MB53) no 
muestra, en condiciones de déficit de hierro, deficiencia alguna ni en el potencial de 
crecimiento ni en la capacidad de síntesis de vancrobactina (Figura IV.21). El posible efecto 
regulador que pudiese ejercer VabR sobre los demás genes del sistema es un aspecto de 
sumo interés que se abordará en el apartado dedicado a la regulación. 
 





Figura IV.21: Crecimiento en condiciones de (a) disponibilidad y (b) restricción de 
hierro, (c) producción de sideróforo (CAS) y (d) producción de DHBA (Arnow) de 
la cepa mutante MB53 (∆vabR) y de la cepa RV22 de V. anguillarum. ∅ indica el 
crecimiento de RV22 sin añadir quelante o fuente de hierro alguna. 
 
4.4 MbtH 
Una de las consecuencias de la secuenciación a gran escala es la anotación de gran 
cantidad de genes de función desconocida. Uno de los primeros miembros de la familia 
MbtH descritos es el gen mbtH que forma parte del cluster de biosíntesis de la micobactina, 
sideróforo producido por Mycobacterium tuberculosis (Quadri et al., 1998). Estos genes 
codifican proteínas pequeños péptidos, de unos 70 aa (Figura IV.22), asociados a NRPS de 
síntesis de antibióticos y sideróforos que en muchos casos se cotranscriben junto a las NRPS 
de estos sistemas, estando sujetos a los mismos procesos de regulación. Por ejemplo, ybdZ 
es parte del cluster de la enterobactina y se cotranscribe junto a entH (fes) y entF (Pettis & 
McIntosh, 1987). El cluster de genes vab contiene un homólogo de esta familia que se 
localiza entre vabH y vabF con su misma orientación, por lo que es probable que se 
cotranscriba junto a ellos. Hay que destacar que todos los miembros de esta familia se han 




identificado exclusivamente en bacterias, hasta el momento no se han identificado proteínas 
tipo MbtH asociadas a NRPS de hongos. 
Los datos publicados sobre la función de este tipo de proteínas en los sistemas de 
biosíntesis son contradictorios. En numerosos casos la participación de los MbtH es 
determinante en los procesos de síntesis, mientras que en otros estudios los resultados 
demuestran que no lo son. Estos resultados contradictorios se podrían atribuir a que otros 
miembros de esta familia complementan su función, de tal manera que para detectar el 
efecto en una ruta determinada a menudo hay que mutar más de un homólogo. Por 
ejemplo, CchK y CdaX de Streptomyces coelicolor son dos MbtH que ante la ausencia de 
alguno de ellos complementan la función del otro. Se ha estudiado detenidamente la 
expresión de ambos genes, encontrándose que se cotranscriben junto a las NRPS que 
constituyen sus sistemas nativos. CchK participa en la biosíntesis del sideróforo coechelina y 
sólo se expresa en condiciones de déficit de hierro, mientras que CdaX participa en la 
biosíntesis de CDA (Antibiótico Dependiente de Calcio) y se expresa sólo al final de la fase 
exponencial. Cuando uno de ellos no está presente, la generación del producto final de esa 
ruta se ve condicionada por el patrón de expresión del otro sistema (Lautru et al., 2007).  
Según estudios recientes, los MbtH podrían actuar directa o indirectamente como 
reguladores transcripcionales (Bate et al., 2006) o bien participar en procesos de unión 
proteína-proteína relacionados con la interacción entre NRPS (cross-talk) (Lautru et al., 
2007). Todos los MbtH presentan dos residuos de triptófano separados por 19-22 aa, 
estructura similar a las presentes en proteínas que intervienen en procesos de interacción 
proteína-proteína, con el dominio W2 (dos triptófanos separados 22-30aa) característico de 
factores de iniciación de eucariotas, o el dominio WW (dos triptófanos separados 20-30aa) 
que une proteínas al anclarse a regiones con anillos de prolina (Figura IV.22) (Lautru et al., 
2007). 
El cluster de genes vab contiene un único miembro de la familia MbtH. Aunque existen 
numerosas hipótesis sobre la función de este tipo de proteínas, al no haber realizado estudio 
alguno, no podemos atribuir ninguna función en el sistema de sideróforos ni en el 
metabolismo general de V. anguillarum. 
 





Figura IV.22: Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de proteínas caracterizadas como MbtH. 
Dentro de las cajas se marcan las posiciones conservadas típicas de esta familia. Las flechas señalan 
los dominios W2 y WW. 
5. Distribución del cluster vab en V. anguillarum 
Con la finalidad de conocer el rango de distribución de los genes de biosíntesis, 
regulación y transporte de la vancrobactina en los diferentes fenotipos y cepas de V. 
anguillarum, se comprobó su presencia en una colección de 33 aislados que representan los 
diez serotipos más importantes de esta especie (serotipo O1 al O10). Buena parte de las 
cepas utilizadas de los serotipos O1, O2 y O3 han sido aisladas, a partir de peces con 
síntomas de vibriosis, en la Unidad de Ictiopatología del Instituto de Acuicultura de la 
Universidad de Santiago de Compostela. La presencia de los genes se comprobó tanto por 
PCR como por hibridación DNA-DNA mediante Southern blot. Los cebadores utilizados para 
amplificar las regiones internas de cada uno de los genes y para la obtención de las sondas 
utilizando DNA genómico de la cepa RV22 como molde, se recogen en la Tabla III.4 (ver 
Materiales y Métodos). 
5.1 Presencia de genes vab en todos los serotipos de V. anguillarum 
 Los resultados obtenidos muestran que todas las cepas ensayadas contienen los genes 
vab, con la única excepcion del gen vabB, que está ausente en tres de las cepas del serotipo 
O3 (PT-4933, 11008 y ATCC4330) (Tabla IV.11). Por tanto, estos datos indican que los genes 
que codifican el sistema de vancrobactina son ubicuos en V. anguillarum, estando presentes 
en cepas productoras de vancrobactina, pero también en cepas que producen únicamente 
anguibactina (todas las del serotipo O1 a excepción de 96F). La capacidad de producir 
sideróforos no está restringida a cepas de los serotipos O1 y O2. Así, se ha descrito con 
anterioridad que algunas cepas del serotipo O3 también producen un sideróforo de tipo 
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pJM1 están flanqueados por secuencias de inserción denominadas ISV-A1 y ISV-A2 que 
forman una estructura de tipo transposón. Estudios recientes han mostrado como ISV-A2 es 
activa y se transpone con una frecuencia de 7.2 x 10
-6
 (Liang et al., 2007). 
 
Tabla IV.11: Presencia de los genes den síntesis y transporte de vancrobactina y el elemento 
móvil RS1 en una colección de cepas de V. anguillarum que representan los serotipos O1 a O10. 
 
 
Cepa Origen vabA vabB vabC vabE vabF vabS vabH fvtA orf13 RS1
TM14 Oncorhynchus mykiss , España + + + + + + + + + +
ATCC43305 Oncorhynchus mykiss , Dinamarca + + + + + + + + + +
SE56.1 Salmo spp, España + + + + + + + + + +
SO121.1 Salmo spp, España + + + + + + + + + +
RI33.1 Scophthalmus maximus,  España + + + + + + + + + +
SE145.1 Salmo spp, España + + + + + + + + + -
PC933.1 Scophthalmus maximus , España + + + + + + + + + +
96F Morone saxatilis , USA + + + + + + + + + -
R82 Scophthalmus maximus , España + + + + + + + + + +
775 Oncorhinchus kisutch , USA + + + + + + + + + +
ATCC14181 Gadus morhua , Dinamarca + + + + + + + + + -
PC640.1 Solea solea , España + + + + + + + + + -
CA3.1/04 Scophthalmus maximus , España + + + + + + + + + -
AZ215.1 Solea solea , España + + + + + + + + + -
CA13.1 Pollachius pollachius , España + + + + + + + + + -
ACC4.1 Scophthalmus maximus , Portugal + + + + + + + + + -
PC628.1 Scophthalmus maximus , España + + + + + + + + + -
ATCC43306 Gadus morhua , Dinamarca + + + + + + + + + -
RV22 Scophthalmus maximus , España + + + + + + + + + -
43F Morone saxatilis , USA + + + + + + + + + -
CA1.1/04 Solea solea , España + + + + + + + + + -
+
PT-493 Plecoglossus altivelis , Japón + - + + + + + + + -
11008 Dicentrarchus labrax , Francia + - + + + + + + + -
ATCC43307 Oncorhynchus mykiss , Dinamarca + - + + + + + + + -
ET-208 Anguilla japonica , Japón + + + + + + + + + -
RPM41.11 Scophthalmus maximus , España + + + + + + + + + -
ATCC43308 Gadus morhua , Dinamarca + + + + + + + + + -
ATCC43309 Gadus morhua , Dinamarca + + + + + + + + + -
ATCC43310 Gadus morhua , Dinamarca + + + + + + + + + -
ATCC43311 Anguilla japonica , Dinamarca + + + + + + + + + -
ATCC43312 Gadus morhua , Dinamarca + + + + + + + + + -
ATCC43313 Gadus morhua , Dinamarca + + + + + + + + + -
Serotipo O10















5.2 El gen fvtA es funcional en los serotipos O1, O2 y O3 de V. anguillarum  
 Hemos visto que todas las cepas de V. anguillarum contienen los genes vab, 
produzcan o no el sideróforo vancrobactina, y que la ausencia de producción de este 
sideróforo en algunas cepas se debe a la inserción de una transposasa en el gen vabF. 
Además, todas las cepas contienen el gen del receptor de vancrobactina fvtA. La pregunta 
que nos planteamos es si el gen fvtA se expresa en las cepas que no producen 
vancrobactina. Para buscar una respuesta a este interrogante, se procedió a detectar la 
posible existencia de tránscritos del gen fvtA mediante RT-PCR, en una colección de cepas 
pertenecientes a los serotipos O1, O2 y O3 (los más importantes en cuanto a patogenicidad).  
El RNA obtenido a partir de cultivos en condiciones de déficit de hierro se utilizó para 
realizar experimentos que permitiesen detectar la presencia del RNAm de fvtA. El resultado 
de las RT-PCR (Figura IV.24) muestra que, en todas cepas de V. anguillarum probadas, la 
amplificación del fragmento interno del gen fvtA es positiva. Además, al secuenciar los 
fragmentos amplificados se comprobó que en todos los casos el producto de la amplificación 
se correspondía con la región interna del fvtA esperada y las secuencias fueron 100% 
idénticas a la del gen fvtA de la cepa RV22.  
 
 
Figura IV. 24: Resultado del experimento de RT-PCR realizado para detectar la 
expresión del gen del receptor de vancrobactina (fvtA) en una colección de cepas de 
V. anguillarum crecidas en condiciones de déficit de hierro. El producto de 
amplificación esperado, de 639 pb, se marca con una flecha. Las cepas se agrupan 
por serotipos (O1, O2 y O3). (∅) Control negativo, éste se corresponde con el 
control realizado con la extracción de RNA de la cepa RV22 tratada con DNAsa. 
V. ordalii es la especie más cercana a V. anguillarum, y la cepa 13A5 se utilizó 
para asegurar que no se producía una amplificación inespecífica. Las bandas del 
marcador se corresponden con tamaños de 100 a 1000 pb. 




Los resultados obtenidos con la RT-PCR confirman la observación de que la cepa 775 
de V. anguillarum es capaz de transportar eficientemente vancrobactina (Soengas et al., 
2008). Además, la región que codifica fvtA-vabD en 775 es idéntica a la de RV22 y en aquélla 
vabD es un gen funcional (Naka et al., 2008). Estos datos ya sugerían que el gen fvtA, cuyo 
promotor dirige la transcripción de vabD, se está expresando tanto en las cepas productoras 
de vancrobactina como en las que producen anguibactina, lo cual se ha visto corroborado 
por los resultados de la RT-PCR. 
5.3 Presencia de pseudogenes fat en la cepa RV22 
Durante la realización de este trabajo se publicó la presencia de secuencias con gran 
similitud a los genes fatA y fatD, presentes en el plásmido pJM1, en cepas no portadoras de 
plásmidos (Bay et al., 2006). Estos genes codifican el receptor y el transportador de tipo ABC 
necesarios para la internalización de anguibactina (Stork et al., 2002). Para comprobar la 
posible presencia de estos genes en la cepa RV22 productora de vancrobactina se rastreó la 
presencia de estos genes en una genoteca de esta cepa y se pudo localizar un cósmido que 
contenía ambos genes. Al secuenciar esta región, se pudo comprobar la presencia de una 
copia de los genes fatDCBA en el cromosoma de la cepa RV22 junto a otros elementos 
presentes también en el pJM1. Como se describe en la Figura IV.25, estos genes presentan 
una disposición diferente en el cromosoma de RV22 y en pJM1. Además, es interesante 
destacar que la expresión de estos genes fatDCBA en el cromosoma de RV22 está truncada 
debido a la presencia de secuencias de inserción con un tamaño total cercano a 9 kb, que 
interrumpen el gen fatD, cuyo promotor controla la expresión del operón fat. Este hallazgo 
apoya los resultados negativos obtenidos al intentar detectar tránscritos de estos genes 
mediante RT-PCR, y explica por qué la cepa RV22 es incapaz de utilizar la anguibactina como 
fuente de hierro ya que fatA no es un gen funcional. Además, Naka et. al (2008) detectaron 
la presencia de la proteína FatA en la membrana externa de RV22 únicamente cuando a esta 
cepa se le introducía el plásmido pJM1 mediante electroporación. Estos resultados generan 
interesantes preguntas sobre el origen y evolución de ambos sistemas en V. anguillarum, 
que se comentan en el apartado siguiente. 
 


















































































































































































































































































































































5.4 Relaciones evolutivas entre los sistemas de la anguibactina y de la 
vancrobactina 
Nuestros resultados evidencian una asociación inequívoca entre la presencia del 
plásmido pJM1 y la inserción de una transposasa (RS1) en el gen vabF que inactiva la 
producción de vancrobactina, pero que no inactiva su transporte. RS1 podría haberse 
insertado en vabF por transposición desde el plásmido pJM1 al cromosoma. Esta hipótesis se 
ve reforzada por el hecho de que RS1 codifica una proteína 100% idéntica a la RS1 (orf21) 
originalmente descrita en pJM1 (Di Lorenzo et al., 2003). Según esta hipótesis, el sistema de 
la vancrobactina sería el sistema ancestral que se inactiva, en ciertas cepas del serotipo O1, 
tras la adquisición del plásmido pJM1. De todas formas, no se puede descartar otra 
hipótesis, que sería la de que la transposasa RS1 ya existiese en alguna localización 
cromosómica previamente a la adquisición de pJM1, y que de ahí se hubiese transpuesto 
tanto a vabF como al plásmido.  
Si los sistemas de captación de hierro son tan importantes para el crecimiento de la 
célula, independientemente de su biotopo, ¿por qué no supuso un hándicap la inactivación 
del sistema de la vancrobactina?. Son varios los aspectos que podrían aportar luz para 
explicar esta cuestión: en primer lugar el plásmido pJM1 porta un sistema de sideróforos 
alternativo; cuando a la cepa 775 se le reactiva la síntesis de vancrobactina (mediante la 
eliminación de la RS1 que interrumpe vabF), la actividad de este sideróforo en el 
sobrenadante es residual, lo que sugiere que la adquisición de pJM1 provocó un descenso de 
la presión selectiva sobre este sistema dejando la puerta abierta a su inactivación por 
transposasas (Naka et al., 2008). En segundo lugar, hay un aspecto que también podría 
contribuir a explicar por qué el sistema de la anguibactina sólo está presente en cepas del 
serotipo O1. En la cepa 775 los lipopolisacáridos de la superficie celular no sólo son un 
importante factor de patogenicidad crucial para la resistencia de la célula ante el efecto 
bactericida del suero, sino que se requieren para el crecimiento de esta cepa en condiciones 
de déficit de hierro, pues hay indicios de que el antígeno O1 estabiliza de algun modo el 
receptor de anguibactina (FatA) en la membrana externa (Welch & Crosa, 2005). 
¿Cómo explicar entonces la presencia de los pseudogenes de transporte de 
anguibactina (fatDCBA) en el cromosoma de la cepa RV22?. Dicha presencia podría atribuirse 




a eventos de transposición de ese grupo de genes desde el plásmido pJM1 al cromosoma. De 
hecho, los genes fat en pJM1 forman parte de un cluster génico con estructura de 
transposón compuesto, estando flanqueados estos genes por dos copias de un mismo 
elemento de inserción (ISV-A1 e ISV-A2, respectivamente). Este evento, además, sería un 
ejemplo de que pJM1 constituye un vehículo de entrada de nuevos genes de transposasas 
en el cromosoma de la cepa RV22.  
El sistema de la vancrobactina ha sido propuesto como el sistema ancestral de 
captación de hierro en V. anguillarum en trabajos previos (Naka et al., 2008), una hipótesis 
que se ve reforzada por el hecho de que todas las cepas en las que se ha probado la 
presencia del cluster de genes vab poseen estos genes y que la síntesis de anguibactina 
dependa en parte de genes que forman parte del cluster de la vancrobactina (Alice et al., 
2005; Naka et al., 2008).  
 
  




6. Regulación génica 
6.1 Organización transcripcional 
Tras analizar la estructura y orientación de los genes vab (Figura IV.26a), se postulan las 
regiones intergénicas vabR-vabG, vabA-vabC y vabH-fvtA como los promotores que 
controlan la expresión del cluster. De producirse la transcripción a partir de estas regiones 
los genes se organizarían en operones, por ejemplo, los genes vabH, vabF, vabS y vabB 
constituirían un tránscrito de más de 12 kb. Además, aguas abajo de vabR, vabG, vabA, vabE 
y vabB se han localizado posibles terminadores transcripcionales independientes de Rho, lo 
que refuerza la idea de que la transcripción se produce en operones (Figura IV.26a).  
Por todo lo expuesto, nos planteamos como hipótesis de trabajo que los genes del 
sistema de la vancrobactina se organizarían en seis unidades transcripcionales: vabR, vabG, 
vabA, vabCE, vabHFSB y fvtAvabD. Para comprobar la expresión de los genes vab y la 
asociación de los tres RNAm policistrónicos se realizaron retrotranscripciones utilizando 
cebadores complementarios a la región 3´ terminal del último gen del operón (cebadores RT-
0 al RT-6 en Figura IV.26b). Tras la retrotranscipción se amplificaron por PCR fragmentos 
internos de cada uno de los genes detectándose así la posible presencia del cDNA. Los 
resultados obtenidos demuestran la existencia de tres RNAm policistrónicos, el primero 
comprende los genes vabH, mbtH, vabF, vabS y vabB, el segundo vabC y vabE, y el último 
está formado por los genes fvtA y vabD (Figura IV.26). Sin embargo, estos resultados no 
descartan la existencia de regiones promotoras adicionales que, de algún modo, permitan la 
transcripción independiente de alguno de estos genes. El experimento de RT-PCR se realizó 
en condiciones de déficit y suficiencia de hierro mostrando que la expresión de los genes vab 
se ve drásticamente reducida en condiciones de disponibilidad de hierro (Figura IV.26b). 
Estos resultados sugieren que la expresión de los genes vab se regula por la concentración 
de hierro. En los apartados siguientes se describe un estudio más exhaustivo de esta 
regulación. 
  




















































































































































































































































































































































































6.2 Presencia de cajas Fur en las regiones promotoras  
Al examinar las regiones promotoras acotadas gracias a la RT-PCR, se reveló la 
presencia de tres posibles cajas Fur (Figura IV.26a). La región intergénica vabR-vabG 
contiene una posible caja Fur (GATAATAATTATCATTACG) con 15 de 19 posiciones idénticas a 
la secuencia consenso del Fur de E. coli (de Lorenzo et al., 1987) (Las posiciones idénticas a la 
secuencia consenso de la caja Fur estás subrayadas). Dos secuencias similares, 
GTTAATGATAATTGTTATT y GTTATTGATAATTATTATC, se localizaron en las regiones 
promotoras localizadas entre vabH-fvtA y vabA-vabC (Figura IV.26a). La posible presencia de 
cajas Fur en las zonas promotoras sugiere que la expresión de los genes vab está reprimida 
por la proteína Fur como respuesta a la concentración de hierro (ver introducción).  
Para detectar si estas cajas Fur eran funcionales, se llevó a cabo un ensayo de 
titulación de Fur (Fur titration assay o FURTA) (Stojiljkovic et al., 1994). Los clones que 
portaban las regiones intergénicas de vabR-vabG, vabH-fvtA y vabA-vabC mostraron un claro 
fenotipo FURTA positivo (colonias Lac+ en placas de MacConkey suplementadas con exceso 
de hierro)(Figura IV.27), lo que sugiere que los fragmentos clonados contienen secuencias 
capaces de unir eficientemente el Fur de E. coli. Este resultado es en cierta forma 
redundante, pues estas regiones se detectaron en diferentes clones FURTA positivos 
analizados en el inicio del trabajo. Sin embargo, en esta ocasión los fragmentos cortados 
contenían las regiones promotoras exclusivamente, mientras que en el FURTA inicial eran 
fragmentos aleatorios que en muchos casos contenían fragmentos de varias kb de tamaño. 
 
 
Figura IV.27: Colonias con fenotipo FURTA 
positivo (Lac+) en placa de McConkey. 
 




Además de la represión ejercida por Fur, en los complejos mecanismos de regulación 
intervienen otros procesos de regulación génica (Chen & Crosa, 1996; Gallegos et al., 1997). 
Utilizando el software de análisis de promotores “Virtual Footprint” de la base de datos 
PRODORIC, se pudo predecir un posible motivo de unión a reguladores de tipo AraC en la 
hebra negativa del promotor de fvtA (TATTCATATCCATGGGCTTCATGACCTAA). Esta posible 
caja AraC incluye el codón de inicio de la transcripción de fvtA (Figura IV.26a). 
6.3 Los genes vab se expresan únicamente en condiciones de déficit de hierro: 
la represión por Fur 
Para determinar la actividad de las regiones promotoras acotadas por RT-PCR y 
estudiar sus niveles de expresión y regulación, se construyeron seis fusiones 
transcripcionales: vabR::lacZ, vabG::lacZ, vabH::lacZ, fvtA::lacZ, vabC::lacZ y vabA::lacZ. Para 
ello se amplificaron por PCR las tres regiones promotoras y se clonaron en el plásmido 
pHRP309, teniendo en cuenta las orientaciones de los fragmentos clonados. Se analizaron 
los niveles de expresión de cada uno de los promotores bajo condiciones de limitación y 
disponibilidad de hierro, tanto en la cepa silvestre (RV22) como en la cepa 775met11 
deficiente en la síntesis de Fur (Tolmasky et al., 1994). Como control negativo se analizaron 
los niveles de expresión del plásmido pHRP309 sin contener fragmento alguno clonado. 
Estos controles mostraron niveles de expresión indetectables. 
En la cepa salvaje RV22 y en condiciones de déficit de hierro, todas las fusiones 
probadas mostraron altos niveles de actividad de la β-galactosidasa (Figura IV.28). Por el 
contrario, cuando se ensayaron en condiciones de disponibilidad de hierro, los valores de 
actividad β-galactosidasa alcanzados se redujeron más de un 90%, con la única excepción de 
la fusión vabG::lacZ, que mantuvo el 50% de la actividad alcanzada previamente (Figura 
IV.28). Estos resultados implican que las regiones acotadas por RT-PCR son promotores 
divergentes funcionales y que, excepto el de vabR, estos promotores se expresan 
específicamente bajo condiciones restrictivas de hierro (Figura IV.28).  
Para determinar si el descenso en los niveles de expresión estaba mediado por la 
proteína Fur, se probaron las mismas construcciones en la cepa furˉ 775met11 (Tolmasky et 
al., 1994). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura IV.28. En la cepa furˉ las 




fusiones de los promotores vabH, fvtA, vabC y vabA presentaron una expresión constitutiva. 
Si comparamos los niveles de expresión máximos alcanzados en la cepa RV22 y en la cepa 
775met11 observamos que dichos valores son equivalentes. Esto indica que el empleo de 
una cepa no isogénica no ha provocado un sesgo en las medidas de la actividad de los 
promotores y que la proteína Fur es el factor que reprime la actividad de los promotores 
vabA, vabC, vabH y fvtA. 
 
 
Figura IV.28: Actividad de los promotores que controlan la expresión de los genes vab, medida 
mediante fusiones transcripcionales con el gen lacZ. Las barras representan las unidades de β-
galactosidasa alcanzadas en las diferentes condiciones. Se utilizaron dos condiciones de hierro: 
suficiencia (Fe+) (CM9 con 10 µM de Fe2(SO4)3) y restricción (Fe-) (CM9 con 5 µM de 
EDDA). El experimento se realizó en la cepa RV22 y en la cepa 775 defectiva para el gen fur 
(775met11). 
 
Las fusiones vabG::lacZ y vabR::lacZ muestran una respuesta en la cepa furˉ diferente a 
las anteriores. En la cepa furˉ el promotor de vabG mantiene una reducción drástica de sus 
niveles de expresión como respuesta al aumento de la disponibilidad de hierro. Este 
resultado revela la necesaria existencia de otro regulador que, en respuesta a la 
concentración intracelular de hierro, controla la expresión de vabG. Que la expresión de 
vabG esté tan estrictamente regulada por hierro, aunque de forma independiente de Fur, 
está en consonancia con la función que desempeña este gen en el sistema de captación de 
hierro. Como hemos visto, VabG actúa como una DHAP sintasa específica que proporciona el 
corismato necesario para la síntesis de sideróforo (ver apartado 2.5).  




Con la fusión vabR::lacZ también se obtuvo un resultado inesperado. En condiciones 
de disponibilidad de hierro se aprecia un descenso en los niveles de expresión del 55% ± 12% 
en la cepa RV22 y del 64% ± 14% en la cepa 775met11 (furˉ) (Figura IV.28). Estos resultados 
sugieren que esta fusión no varía su patrón de expresión en ausencia de la proteína Fur. Sin 
embargo, y en el caso concreto de esta construcción, se produce un claro efecto derivado de 
la utilización de una cepa furˉ no isogénica, pues los niveles de expresión máximos 
calculados en ambas condiciones descienden un 40% en la cepa 775met11 al compararlos 
con la RV22 (Figura IV.28). Esta disminución podría atribuirse a que la 775met11 es una cepa 
no productora de vancrobactina. Con todo ello, parece claro que el patrón mostrado en la 
cepa RV22 se mantiene en la cepa 775met11, ya que en ambas el descenso de la expresión 
motivado por la disponibilidad de hierro en el medio es equivalente. Aunque la reducción de 
actividad no es tan intensa como la descrita en el resto de los promotores, el descenso es 
claramente hierro-dependiente y no parece estar relacionado con la presencia de la proteína 
Fur. 
Los resultados obtenidos con las fusiones vabG::lacZ y vabR::lacZ sugieren la necesaria 
intervención de un mecanismo de regulación alternativo a la proteína Fur que modula la 
expresión de los genes vabG y vabR. Asimismo, de los resultados se puede concluir que: (1) 
la regulación de los genes vabG y vabR es dependiente de la concentración de hierro; (2) la 
región intergénica vabG-vabR muestra un fenotipo FURTA positivo en la cepa indicadora 
H1717, por lo que debe contener cajas Fur. Estos resultados no descartan la intervención 
indirecta de la proteína Fur junto a otro regulador todavía sin caracterizar, y que en ausencia 
de Fur ese segundo represor siga actuando, mostrando niveles parecidos de expresión. La 
comprensión de los factores de regulación que modulan la expresión de estos genes está 
supeditada al diseño y realización de futuros estudios específicos. 
Se han descrito casos en los que Fur ejerce efectos directos o indirectos sobre 
moduladores de expresión que actúan a su vez sobre genes regulados por hierro. Por 
ejemplo, los estudios de regulación realizados en el sistema de la anguibactina han 
demostrado que, además de la regulación general ejercida por Fur (Tolmasky & Crosa, 1991), 
actúan otros factores codificados en el propio plásmido como la proteína AngR (Tolmasky et 




al., 1993; Wertheimer et al., 1999), el factor TAF (trans-acting factor(s)) (Welch et al., 2000), 
y los RNAs antisentido RNAα/RNAβ (Chen & Crosa, 1996; Stork et al., 2007a). 
 Al evaluar los niveles de expresión de cada una de las construcciones demostramos 
que todos los genes del cluster de vancrobactina están regulados por la concentración de 
hierro. La represión de los genes vab en respuesta a la concentración de hierro ya se sugería 
con los resultados obtenidos en las RT-PCR; sin embargo, no existe una total correlación 
entre ambos experimentos. En las fusiones transcripcionales la expresión del promotor de 
vabG es la que muestra mayor nivel de represión, mientras que en el gel de las RT-PCR se 
aprecia una clara amplificación en estas mismas condiciones (Figura IV.26b). Los resultados 
realmente cuantitativos son los obtenidos mediante fusiones, ya que aunque se ajustaron las 
cantidades iniciales de RNA, el objetivo de las RT-PCR no era la obtención de datos 
cuantitativos. 
6.4 Efecto de VabR sobre la expresión de vabG 
El gen vabR codifica un probable factor transcripcional perteneciente a la familia de los 
LTTRs y cuya delección no parece afectar a la capacidad de crecimiento de RV22 en déficit de 
hierro ni a los niveles de producción de vancrobactina (apartado 4.3). La mayoría de los 
miembros de la familia de LTTRs se transcriben a partir de promotores divergentes situados 
junto a sus genes diana, cuya transcripción se activa cuando el regulador se une a una 
molécula determinada (coinductor) (Schell, 1993; Gallegos et al., 1997). La disposición de 
vabR y vabG encaja con el modo de acción de esta familia de activadores, por lo que vabR 
podría ejercer un efecto regulador sobre la expresión de vabG. Como hemos visto 
anteriormente, vabG codifica una DAHP sintasa esencial para la síntesis de la vancrobactina, 
al proporcionar el exceso de corismato necesario para su síntesis. Sabemos también, que su 
expresión es dependiente de la concentración de hierro aunque es independiente de la 
proteína Fur. 
Para comprobar el efecto de vabR sobre la transcripción de vabG, se introdujo la fusión 
vabG::lacZ en la cepa mutante MB53 (∆vabR) y se compararon los niveles de expresión en 
esta cepa con respecto a los obtenidos en la cepa salvaje RV22 (Figura IV.29). Como se 
esperaba, esta fusión mantiene una fuerte represión en condiciones de disponibilidad de 




hierro, observándose niveles equivalentes en las dos cepas analizadas. En condiciones de 
déficit de hierro, el mutante vabR mostró niveles de β-galactosidasa significativamente 
menores a los obtenidos en la cepa salvaje. Este descenso se ha estimado entre el 35% y el 
40% (Figura IV.29). Estos resultados claramente sugieren que vabR codifica un factor 
necesario para alcanzar los niveles máximos de expresión de vabG. Se han descrito otros 
ejemplos de reguladores de la familia de las LTTRs que actúan de forma cooperativa con Fur 
en la regulación de rutas de aminoácidos (Panina et al., 2001), factores de virulencia 
(Watnick et al., 1998) y mecanismos de captación de hierro (Vasil et al., 1998; Litwin & 
Quackenbush, 2001). 
Una vez demostrado el efecto regulador que ejerce VabR sobre la expresión de vabG, 
se comprobó si VabR ejercía algún otro tipo de efecto regulador sobre otros genes del 
sistema o sobre su propio gen, introduciendo el resto de fusiones (vabR::lacZ, vabH::lacZ, 
fvtA::lacZ, vabC::lacZ y vabA::lacZ) en la cepa MB53 (∆vabR). Los resultados obtenidos 
sugieren que VabR no ejerce efecto alguno sobre la expresión de los promotores de vabH, 
fvtA, vabC y vabA, ni sobre el suyo propio. 
 
Figura IV.29: Cuantificación de la expresión del gen vabG utilizando una 
fusión vabG::lacZ. La expresión de este gen se estudió en suficiencia (Fe) y 
déficit de hierro (EDDA), tanto en la cepa RV22 como en el mutante MB53 
(vabR) y MB11 (vabB). 
 
En cuanto al modo de acción de VabR, nos planteamos probar la posibilidad de que la 
vancrobactina actuase como coinductor. Con este propósito se compararon los niveles de 
expresión de vabG en presencia y en ausencia de vancrobactina. Para ello se introdujo la 




fusión vabG::lacZ en la cepa MB11 (∆vabB), que no produce vancrobactina, y se comparó 
con la cepa parental RV22 y con MB53 (∆vabR). Como se ve en la Figura IV.29, en 
condiciones de disponibilidad de hierro las tres cepas se comportaron de igual modo. En 
condiciones de déficit de hierro (1.25 µM de EDDA, condiciones para permitir el crecimiento 
de los mutantes) no hubo diferencias significativas entre el mutante no productor de 
vancrobactina (MB11) y la cepa parental, pero si entre ésta y MB53, como se indicó 





produjo un descenso, estimado entre el 33% y 36%, en la actividad del promotor de vabG en 
cada una de las cepas utilizadas. Se puede atribuir este efecto a que la vancrobactina 
exógena produce una relajación de las condiciones de déficit de hierro, lo que conllevaría 
una mayor represión de vabG y seguramente del resto de genes del sistema mediante Fur. 
Los resultados obtenidos descartan a la vancrobactina como ligando necesario para que 
VabR active la expresión de vabG. 
Todos estos datos evidencian el efecto activador ejercido por VabR sobre la expresión 
de vabG (Figura IV.30), y sobre los genes que intervienen en la biosíntesis de vancrobactina. 
Los genes relacionados con el transporte y utilización parecen no necesitar la presencia de 
este regulador transcripcional para alcanzar sus niveles de expresión máximos. 
 
 
Figura IV.30: Modelo de acción propuesto para VabR. Co representa 
el coinductor necesario para que los reguladores de la familia LysR 








6.5 Efecto de la vancrobactina sobre la expresión de fvtA 
La región promotora del gen fvtA contiene una posible diana de reguladores 
transcripcionales de la familia AraC (caja AraC). En otros trabajos se ha evidenciado que los 
microorganismos son capaces de detectar la presencia de sideróforos en el medio 
extracelular, mediante un proceso que conduce a la sobreexpresión de los genes necesarios 
para su internalización. Uno de estos mecanismos se basa en la activación que ejercen 
reguladores transcripcionales de tipo AraC, que requieren la presencia de hierro-sideróforo 
para unirse a regiones específicas situadas en los promotores sobre los que ejercen su acción 
(Fetherston et al., 1996; Pelludat et al., 1998; Brickman et al., 2001; Anderson & Armstrong, 
2004). Para comprobar la posible existencia de un regulador transcripcional que, como 
respuesta a la presencia de hierro-vancrobactina, module la expresión del receptor, se 
introdujo la fusión fvtA::lacZ dentro de la cepa no productora de vancrobactina MB11 
(∆vabB). A continuación se midieron las unidades de β-galactosidasa producidas en esta 
cepa, utilizando condiciones menos restrictivas de hierro (1.25 µM de EDDA) para permitir al 
mutante MB11 alcanzar un crecimiento normal y poder comparar así los resultados 
obtenidos con la cepa parental RV22. En estas condiciones no se observaron diferencias 
significativas entre ambas cepas. En condiciones de disponibilidad de hierro, la cepa parental 
mostró valores que representaban el 7.3% ± 2.1% de la expresión máxima calculada en 
déficit de hierro. Sin embargo las unidades calculadas de β-galactosidasa de la fusión 
fvtA::lacZ dentro de la cepa no productora de vancrobactina (MB11) fue del 1.18% ± 0.74% 
(Figura IV.29). Estos resultados sugieren que el promotor de fvtA se sub-expresa en ausencia 
de vancrobactina (seis veces menos activo) y, por tanto, la hierro-vancrobactina podría tener 
un papel importante en su regulación. Para comprobar este efecto, se añadió vancrobactina 
purificada a los cultivos anteriores (a concentraciones finales de 15 ng ml
-1
 y 30 ng ml
-1
) y se 
midió una hora después la actividad del promotor fvtA. En la Figura IV.31 se observa cómo al 
añadir la vancrobactina aumenta la actividad (tres veces mayor) del promotor. Además, esta 
relación es lineal, cuando se dobló la cantidad de vancrobactina las unidades de β-
galactosidasa se multiplicaron por dos. De igual modo se probó si la vancrobactina tenía 
efectos similares sobre la regulación del resto de promotores. El análisis de las fusiones 




vabR::lacZ, vabH::lacZ, vabG::lacZ, vabC::lacZ y vabA::lacZ en la cepa MB11 (∆vabB), no 
mostró diferencia significativa alguna al compararlas con la cepa parental. 
 
 
Figura IV.31: Expresión del receptor de vancrobactina (fvtA) 
en condiciones de suficiencia de hierro. Se muestran los 
valores alcanzados (barras) en la cepa RV22 y en el mutante 
de biosíntesis MB11. Se añadió al medio 15 ng ml
-1 
(VAN 
15) o 30 ng ml
-1 
(VAN 30) de vancrobactina. 
 
Los resultados obtenidos apoyan por tanto la existencia de un mecanismo sensible a 
hierro-vancrobactina que promueve la expresión de fvtA cuando el sideróforo está presente 
en el medio. 
A partir de todos los datos descritos se propone el esquema de regulación que se 
muestra en la Figura IV.32. 
  











Figura IV.32: Esquema de biosíntesis y regulación del sistema de la vancrobactina. El nivel de 
expresión de los genes vab está directamente relacionado con la cantidad de hierro intracelular, de 
modo que sólo se expresan en condiciones de déficit de hierro. Fur es el regulador general de este 
sistema, ejerciendo su efecto represor sobre todos los genes, a excepción de vabG y vabR. Aunque la 
expresión de vabG está fuertemente regulada por hierro ésta es independiente de la proteína Fur y 
necesita a VabR para alcanzar sus niveles máximos de expresión. En la expresión del gen que codifica 
el receptor de vancrobactina (fvtA) actúa un activador sensible al complejo hierro-vancrobactina. Las 
flechas de líneas discontinuas y punta hueca representan procesos de represión. Las flechas de línea 
continua indican procesos de activación. La flecha discontinua con punta sólida representa 
retroalimentación negativa ejercida por producto final. 
  




7. Aplicación del sistema de la vancrobactina para el diseño de 
nuevos antimicrobianos 
A partir de los resultados obtenidos al estudiar el sistema de la vancrobactina, nos 
planteamos explorar la posibilidad de utilizar este sistema de captación de hierro para el 
desarrollo de nuevos antimicrobianos que ayuden a reducir la incidencia de la vibriosis en las 
plantas de cultivo. Como se ha expuesto en la introducción, la presencia de sistemas de 
transporte de hierro es determinante para que un microorganismo sea patógeno. La 
utilización de un sistema esencial directamente implicado en la patogenicidad como vía de 
entrada de un antimicrobiano dificultaría la aparición de cepas resistentes (Miller et al., 
2009). 
7.1 Estudio de la actividad biológica de análogos de vancrobactina 
Una vez establecida la estructura química y diseñado un método de síntesis de 
vancrobactina (Soengas et al., 2007), se planteó la posibilidad de sintetizar análogos 
estructurales con el objetivo de valorar la utilización de esta ruta de adquisición de hierro 
para desarrollar antimicrobianos específicos. Se podrían utilizar dos estrategias distintas: 
intentar bloquear este sistema de captación de hierro, lo que provocaría un descenso en la 
patogenicidad, o utilizar análogos del sideróforo nativo como vectores de entrada de un 
compuesto antimicrobiano, para de esta manera aumentar su eficiencia y especificidad al 
ser transportado el conjunto de forma activa hasta el interior de la célula diana. Esta última 
estrategia es lo que se conoce como “Caballo de Troya” (Miller et al., 2009). 
En Soengas et al. (2008) se detalla el esquema de síntesis química seguido para la 
obtención de los diferentes análogos. Las estructuras de estos derivados se han diseñado de 
tal forma que se minimicen las interacciones entre grupos funcionales a la hora de conjugar 
estos compuestos con un fármaco. Aquellos análogos que tengan actividad quelante de 
hierro y sigan promoviendo el crecimiento de la cepa RV22 serán útiles para transportar 
sustancias con acción bactericida, por ejemplo un antibiótico. 
La capacidad de unir hierro de los diferentes derivados se evaluó mediante la reacción 
de CAS (Tablas IV.12). La mayoría de los análogos alcanzaron valores de CAS comprendidos 




entre -0.353 del compuesto RA243L (DHBA-L-Orn) y -0.788, valor obtenido por RA237D 
(DHBA-D-Ser), con la excepción de los compuestos RA214LL (DHBA-L-Ser-L-Orn) y RA214LD 
(DHBA-L-Ser-D-Orn) en los que, por causas que se desconocen, la reacción fue negativa. Sin 
embargo estos compuestos sí presentan cierta actividad biológica (Tablas IV.12). Hay que 
tener en cuenta que un alto valor de CAS no tiene por qué implicar necesariamente una 
mayor actividad biológica (Dong et al., 2004), ya que estos compuestos deben atravesar la 
membrana celular. La reacción de CAS es reflejo de la avidez con que cada compuesto se une 
al hierro, mientras que la capacidad de promover el crecimiento de la cepa indicadora tiene 
que ver con su actividad quelante combinada con la eficiencia de la célula a la hora de 
transportar ese compuesto. 
Nos interesaba determinar qué análogos promovían el crecimiento de las cepas 
indicadoras, lo que sería indicativo de que mantenían intacta su actividad como sideróforo y 
que eran captados eficientemente por la célula. En los bioensayos se utilizaron diferentes 
cepas indicadoras, seleccionadas por tener fenotipos bien establecidos, lo que nos permitió 
controlar qué utiliza cada una de ellas como fuente de hierro. Las cepas seleccionadas como 
indicadoras fueron las siguientes: RV22, V. anguillarum serotipo O2 productor de 
vancrobactina; 775 (contiene pJM1), V. anguillarum serotipo O1 productor de anguibactina 
(no produce vancrobactina); Salmonella enterica serovar Typhimurium enb-1 defectiva en la 
producción de enterobactina, que puede utilizar vancrobactina como fuente de hierro; 
PPV20 de Erwinia chrysanthemi, mutante de biosíntesis de la chrysobactina, que es el 
sideróforo estructuralmente más cercano a la vancrobactina (Persmark et al., 1992); como 
control negativo se utilizó la cepa TA15 de V. alginolyticus que no utiliza sideróforos de tipo 
catecol. 
 
Bioensayos con cepas de V. anguillarum  
Todos los análogos utilizados inducen de algún modo el crecimiento de las cepas de V. 
anguillarum ensayadas (Tablas IV.12). La única excepción la observamos con el 
compuesto DHBA-L-Orn (3a) RA243L, que no induce el crecimiento de ninguna de las dos 
cepas indicadoras. Durante la preparación de las muestras se observó que este análogo 
posee una baja solubilidad, aspecto que podría estar afectando al resultado. 




Tanto el sideróforo natural como los análogos ensayados producen los mayores halos 
de crecimiento al utilizar la cepa RV22 (serotipo O2) como indicadora (Tabla IV.12). La 
estructura DHBA-Arg-Ser es la que presenta mayor actividad biológica. Los resultados 
mostraron que los compuestos que tienen ornitina en vez de arginina también 
promueven de forma significativa el crecimiento de V. anguillarum, dato que resulta de 
gran interés, ya que este derivado de la vancrobactina posee un grupo amino que podría 
utilizarse para unir covalentemente algún tipo de fármaco, por lo que este tipo de 
análogos es el más conveniente para su utilización como vector en la estrategia de 
“Caballo de Troya”. 
En el caso de la cepa 775 (serotipo O1), los compuestos con el DHBA unido 
directamente a la serina y a la L-ornitina son los que mostraron mayor actividad biológica 
(Tabla IV.12). A pesar de que esta cepa presenta en el cromosoma una copia del gen fvtA 
funcional, la cepa RV22 y la 775 muestran respuestas diferentes, las cuales se pueden 
atribuir a patrones de expresión distintos entre ambos serotipos, ya evidenciados en 
perfiles de proteínas de membrana externa (Conchas et al., 1991).  
 
Bioensayos con Erwinia chrysanthemi PPV22 
Esta cepa produce chrysobactina, un sideróforo de tipo catecol compuesto por DHBA-
lisina-serina (Persmark et al., 1989). Sin duda se trata del sideróforo más cercano a la 
vancrobactina (DHBA-arginina-serina) en cuanto a estructura, al sustituirse arginina por 
lisina. Por esta razón se decidió comprobar la actividad biológica de la vancrobactina y sus 
análogos sobre esta cepa. Los compuestos que más actividad mostraron a la hora de 
promover el crecimiento de esta cepa son los que presentan ornitina o arginina unidos al 
DHBA, mientras los compuestos con el DHBA unido a la serina mostraron poca o nula 
actividad (Tabla IV.12). Estos resultados indican que los receptores que median este 
transporte probablemente presenten una mayor especificidad estructural por su 








Bioensayos con Salmonella enterica serovar Typhimurium enb-1 
Todas las cepas de Salmonella producen enterobactina (trímero cíclico de 2,3-
dihidroxi-N-benzoil-L-serina). En estudios previos se ha demostrado que esta cepa es 
capaz de utilizar la vancrobactina como fuente de hierro (Conchas et al., 1991). Con el fin 
de comprobar la especificidad en la internalización del sideróforo, se procedió a valorar la 
entrada de los análogos de vancrobactina. Los resultados muestran que los compuestos 
que tienen ornitina en vez de arginina promueven mayores tasas de crecimiento (Tabla 
IV.12). 
 
En este apartado se ha descrito cómo V. anguillarum puede solventar sus necesidades 
de hierro con un abanico relativamente amplio de sustancias derivadas de la estructura 
original de la vancrobactina. Sin embargo, queda por determinar si los análogos entran por 
un único receptor, y si éste es el mismo que utiliza el sideróforo natural. De todos los 
resultados obtenidos se concluye que los análogos con ornitina en vez de arginina (de 
estructura DHBA-Orn-Ser) parecen los más convenientes para su conjugación con un 
compuesto antimicrobiano por ser los de mayor actividad biológica y carecer de grupos 
reactivos que dificulten la unión sintética con el fármaco. 
 
  




Tabla IV.12: Actividad biológica y valor obtenido en el test de CAS (A630) de los 
análogos de vancrobactina. La actividad se representa como capacidad de 
promover el crecimiento de la cepa indicadora midiendo el diámetro del halo 
inducido, los valores son medias de tres experimentos independientes y se 
representan como: -, no crecimiento; +, halo <12 mm; ++, halo de 12-14 mm; +++, 
halo de 15-17 mm y ++++, halo de > 17 mm.  
 
 
Compuesto de estructura   
DHBA-Orn(Arg)-Ser 
Cepa indicadora 
775 PPV20 TA15 RV22 enb-1 CAS 
Control positivo (Fe2(SO4)3) ++++ ++++ ++++ +++ ++ - 
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Compuesto de estructura   
DHBA-Ser-Orn(Arg) 
Cepa indicadora 
775 PPV20 TA15 RV22 enb-1 CAS 
Control positivo (Fe2(SO4)3) ++++ ++++ ++++ +++ ++ - 
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7.2 Determinación de la vía de entrada de los análogos 
En el apartado anterior se describió que la vancrobactina y sus análogos inducen el 
crecimiento de V. anguillarum. Sin embargo, la ruta de entrada para estos análogos está por 
determinar. También ignoramos qué parte del sideróforo interviene en el reconocimiento 
receptor-ligando, información muy importante a la hora de modificar el sideróforo nativo sin 
que se pierda especificidad y, por tanto, eficiencia en su transporte. Las bacterias a menudo 
poseen múltiples receptores de membrana externa, que les permiten utilizar diferentes 
sideróforos. Este abanico de receptores pueden constituir vías de entrada alternativas para 
el transporte de los derivados del sideróforo nativo (Hantke, 1990; Rabsch et al., 2003; 
Ferguson & Deisenhofer, 2004).  
Nos propusimos por tanto determinar mediante bioensayos el papel que desempeñan 
FvtA y ORF13 en el transporte de los análogos de vancrobactina. Para ello, se utilizó la cepa 
MB11 (∆vabB) como cepa parental para obtener mutantes sencillos y dobles de fvtA y orf13. 
Al obtener las diferentes combinaciones de mutantes sobre una cepa no productora de 
vancrobactina (MB11 ∆vabB), nos asegurábamos que los halos producidos en los bioensayos 
estaban directamente relacionados con la capacidad de transportar la sustancia ensayada y 
no con la producción endógena de vancrobactina. Los dobles mutantes MB102 (∆vabB∆fvtA) 
y MB104 (∆vabB∆orf13), así como el triple mutante MB107 (∆vabB∆fvtA∆orf13) fueron 
utilizados como cepas indicadoras, mientras que el mutante MB11 (∆vabB) se utilizó como 
control positivo. A pesar de que los resultados obtenidos anteriormente llevan a concluir 
que el gen orf13 no se expresa, creímos conveniente incorporarlo a estos estudios, pues no 
podíamos descartar que su expresión se produjese ante la presencia de un inductor en el 
medio, por ejemplo, su ligando natural. Los compuestos probados y los resultados obtenidos 
se incluyen en la Tabla IV.13. 
Como esperábamos, la vancrobactina sintética y todos sus análogos fueron capaces de 
promover el crecimiento de MB11 (∆vabB) y MB104 (∆vabB∆orf13) (Tabla IV.13), pero no de 
las cepas MB102 (∆vabB∆fvtA) y MB107 (∆vabB∆fvtA∆orf13), incapaces de utilizar ninguno 
de los compuestos ensayados. Al complementar la cepa MB102 (∆vabB∆fvtA) con el 
plásmido pMB54 (portador de promotor y fvtA completos), la capacidad de transportar 
vancrobactina y sus análogos se recuperó completamente (Tabla IV.13). Estos resultados 




demuestran que FvtA es el transportador de vancrobactina y de todos los derivados 
ensayados. Es importante destacar que todos los compuestos utilizados comparten el 
residuo de DHBA, lo que sugiere que la especificidad del receptor FvtA se basa en el 
reconocimiento del centro de unión hierro-catecol, mientras que el armazón D-Arg-L-Ser 
desempeña un papel secundario. Una situación similar se ha descrito en Erwinia 
chrysanthemi, en la que el grupo DHBA media el reconocimiento entre la chrysobactina y su 
receptor (Persmark et al., 1992). 
 
Tabla IV.13: Resultado de los bioensayos realizados con diferentes análogos de 
vancrobactina y sideróforos exógenos utilizando diferentes mutantes de transporte. La 
habilidad de cada compuesto para promover el crecimiento de las cepas ensayadas se indica 




Es frecuente encontrar bacterias que utilizan sideróforos exógenos, capacidad que 
confiere una sustancial ventaja competitiva pues el hecho de piratear sideróforos 
sintetizados por bacterias del entorno implica un menor gasto energético a la vez que evita 
el efecto bacteriostático causado por la competencia por el hierro (Ratledge & Dover, 2000). 
E. coli K-12 posee al menos seis receptores de membrana externa que la hacen competente 
para utilizar ocho complejos hierro-quelante diferentes, de los que cuatro son exógenos 
(Andrews et al., 2003).  
Además de la vancrobactina y sus análogos, se probó la utilización de sideróforos 











Vancrobactina + - + - +
DHBA-Orn + - + - +
DHBA-Orn-Ser + - + - +
DHBA-Ser + - + - +
DHBA-Ser-Arg + - + - +
DHBA-Arg + - + - +
Amonabactina - - - - -
Anguibactina - - - - -
Enterobactina + (+) + (+) +
Ferricromo * + + + + +
Aerobactina * - - - - -
V. anguillarum
Compuesto
* Sideróforo de tipo hidroxamato




utilizado tanto por la cepa parental como por las diferentes combinaciones de mutantes. 
Este resultado sugiere la existencia de un receptor adicional, diferente a FvtA y ORF13, 
responsable de la asimilación de ferricromo. De forma análoga, la enterobactina sigue 
promoviendo el crecimiento de los mutantes defectivos para fvtA y orf13. Esto implica la 
existencia de un receptor desconocido capaz de transportar un sideróforo de tipo catecol 
como la enterobactina. Esta cuestión es importante ya que la vancrobactina y la 
enterobactina guardan relaciones funcionales evidenciadas en trabajos previos (Lemos et al., 
1988; Conchas et al., 1991) y explica por qué los mutantes ∆fvtA en CM9 con 5 µM de EDDA 
mostraban todavía el 50% de la tasa de crecimiento de la cepa salvaje (apartado 3.1). 
Por el contrario, la amonabactina, aerobactina y anguibactina no son utilizables por V. 
anguillarum RV22. Estos resultados respaldan trabajos previos en los que se evidencia la 
incapacidad de utilizar anguibactina por cepas que carecen de plásmidos del tipo pJM1, pues 
no expresan el receptor de membrana externa (FatA) responsable de su transporte al 
interior celular (Lemos et al., 1988; Conchas et al., 1991).  
Puesto que nuestro objetivo es utilizar la maquinaria de transporte de vancrobactina 
como vía de entrada para transportar hasta el citoplasma a un agente antimicrobiano, para 
que esta estrategia sea eficiente en el control de la enfermedad, es importante que el 
sistema tenga una amplia distribución en V. anguillarum, pues de no ser así, la nueva terapia 
no sería funcional en buena parte de los casos. Anteriormente ha quedado suficientemente 
demostrada la presencia de los genes del sistema de la vancrobactina en el acervo genético 
de V. anguillarum (apartado 5.1). Además, utilizando una colección de cepas que 
representan los tres serotipos relacionados con los brotes de vibriosis (serotipo 01, 02 y 03), 
hemos demostrado que el gen del receptor de vancrobactina (fvtA) se expresa tanto en 
cepas productoras de vancrobactina como en las que producen anguibactina (apartado 5.2) 
y que la expresión de dicho receptor (FvtA) se induce en presencia de su ligando natural sin 
necesidad de que la célula se encuentre en condiciones de déficit de hierro (apartado 6.5). 
Este es un efecto que, de producirse ante la presencia del conjugado vancrobactina-fármaco, 
sería muy beneficioso para aumentar en lo posible la eficiencia de esta estrategia. 




Por todo lo expuesto consideramos que la elección del sistema de la vancrobactina 
para desarrollar antimicrobianos utilizando la estrategia de “Caballo de Troya“ es la más 
conveniente por ser un sistema ubicuo y funcional en todas las cepas de V. anguillarum. 
En un futuro próximo pretendemos desarrollar algunos de estos nuevos fármacos, en 
colaboración con el grupo de Química Orgánica del Departamento de Química Fundamental 



















Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan nuevos conocimientos acerca 
del mecanismo de asimilación de hierro mediante sideróforos empleado por las cepas 
patógenas de Vibrio anguillarum no portadoras de plásmidos y se plantea su posible utilidad 
como diana terapéutica. 
Las conclusiones concretas de todo lo expuesto en esta memoria son: 
(1) La vancrobactina está compuesta por el ácido 2,3-dihidroxibenzoico, y los 
aminoácidos arginina y serina, correspondiendo su estructura química a la N-[N´-
(2,3-dihidroxibenzoil)-D-arginil]-L-serina. 
(2) La vancrobactina se sintetiza mediante un mecanismo dependiente de péptido-
sintetasas no ribosómicas. Los genes vabABCDEFG codifican las proteínas 
necesarias para sus síntesis, vabS codifica el exportador necesario para el proceso 
de secreción del sideróforo, fvtA codifica el receptor de membrana externa que 
reconoce y transporta la ferri-vancrobactina y vabH es la esterasa del ferri-
sideróforo, indispensable para la utilización del hierro transportado mediante este 
sistema.  
(3) El sistema de la vancrobactina parece ser el mecanismo primitivo de asimilación de 
hierro de V. anguillarum, puesto que los genes vab están presentes en todas las 
cepas examinadas. Evolutivamente el sistema que utiliza el sideróforo 
anguibactina, codificado en el plásmido pJM1, habría sido adquirido 
posteriormente, dando lugar a la inactivación de la síntesis de vancrobactina en las 
cepas que poseen dicho plásmido, mediante la transposición de secuencias de 
inserción. 
(4) El cluster de genes vab se organiza en 6 unidades transcripcionales cuya expresión 
está fuertemente regulada por la concentración de hierro, siendo el regulador 
transcripcional Fur el principal factor de regulación, aunque también se 
encontraron evidencias de la existencia de otros posibles reguladores. 
(5) El gen vabG codifica la primera isoenzima DAHP sintetasa descrita dedicada a la 
producción de sideróforos. Su expresión, sin estar regulada por Fur, es 
inversamente proporcional a la concentración de hierro del medio, siendo el 




regulador VabR un factor necesario para que alcance sus niveles máximos de 
expresión. 
(6) Tanto la vancrobactina como sus análogos entran en la célula a través del receptor 
de membrana externa FvtA. La presencia del complejo hierro-vancrobactina en el 
medio induce la expresión del gen fvtA, lo que sugiere la necesaria existencia de un 
mecanismo de activación específico todavía desconocido. 
(7) Los resultados obtenidos abren la posibilidad de explotar este sistema de 
transporte de hierro para el diseño de nuevos agentes antimicrobianos contra la 
vibriosis, basados en sideróforos conjugados con antibacterianos, que puedan 
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